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GV3101 koji nose pBinHTX plazmid sa dv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AtCKX1 odnosno AtCKX2, koji 
kodiraju enzim citokinin oksidazu/dehidrogenazu (CKX). Efikasna integracija AtCKX1
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kontroli nivoa citokinina u biljnim tkivima predstavlja CKX enzim, jedini do sada poznati 
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sekoiridoidi i ksantoni. Sadržaj sekoiridoidnih komponenti biljaka in vitro ne razlikuje se 
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 mogle bi biti koristan izvor biljnog materijala u 
proizvodnji novih lekova.
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Genetic transformation of common centaury 
(Centaurium erythraea Rafn.) using AtCKX1 and AtCKX2 genes
ABSTRACT
Plant species Centaurium erythraea Rafn., commonly known as common centaury, has 
been used for centuries to cure febrile conditions, regulate blood sugar, treat anemia, 
jaundice and gout and to increase appetite and stimulate digestion. Because of its numerous 
therapeutic properties centaurii herba is officially recognized as a drug in a number of 
pharmacopoeias. Root tips of 410 mm average length, isolated from seedlings obtained 
under sterile conditions, were used as initial explants in this work. The in vitro culture of 
non-transformed centaury roots was established on solid half-strength MS nutrient medium
without growth regulators. Organogenesis is a spontaneous process in centaury root culture. 
The first changes were noticeable on the basal part of the initial explants, after seven days 
of growth on MS medium. The root explants thickened and began to burst over the entire 
length of the basal part. During four weeks of subculture, a large number of adventitious
buds were observed on initial explants. In order to obtain transgenic centaury plants with 
lowered endogenous cytokinin levels, in vitro cultivated root explants were transformed 
with Agrobacterium tumefaciens GV3101 bearing a pBinHTX plasmid with either AtCKX1
or AtCKX2 genes encoding isoforms of cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX). PCR 
analysis of genomic DNA confirmed the effecient integration of both AtCKX1 (30%) and 
AtCKX2 (28.2%) genes. In order to investigate the expression of AtCKX genes in transgenic 
centaury plants, an optimization of PCR protocol with qPCR primers was necessary. 
Optimization of PCR protocol implicated finding the optimal annealing temperature and 
simultaneous application of different PCR additives and enhancers. Addition of 5% DMSO 
significantly improved the specificity of qPCR amplification of AtCKX1 and AtCKX2
genes. qRT-PCR analysis indicated that AtCKX1 and AtCKX2 genes were expressed in 50% 
and 64% of the analyzed transgenic lines, respectively. In this work we clearly demonstrate 
a significant effect of AtCKX genes on cytokinin metabolism in transgenic centaury plants. 
Since CKX is the only known enzyme involved in cytokinin catabolism, it is considered a 
key factor in controlling the cytokinin levels in plant tissues. CKX enzyme activity was 
determined in shoots and in roots of all AtCKX transgenic lines. The analysis of the content 
of total cytokinins and individual groups of endogenous cytokinins in non-transformed 
centaury plants enabled, for the first time, a determination of cytokinin profile of this 
species in vitro. In this work we also showed that changes in the cytokinin metabolism have 
unpredictable effects on the endogenous IAA levels in plant tissues. The expression of 
AtCKX genes also affected some morphological traits of the transgenic centaury plants. We 
observed that a decrease of endogenous cytokinins caused a reduction of morphogenetic 
potential of transgenic centaury plants but did not significantly affect the biomass 
production in comparison to control plants. Analysis of photosynthetic pigments of 
centaury indicated that a decrease of endogenous cytokinins might be a prerequisite rather 
than a signal for the onset of senescence. The main active pharmacological compounds of 
the centaury are secoiridoids and xanthones. The content of the secoiridoids found in plants 
grown in vitro was similar to that in plants collected from nature, whereas the quantity of 
xanthones was significantly elevated in plants grown in vitro, in comparison to plants from 
nature. Most of the obtained AtCKX transgenic centaury lines produced less secoiridoids 
than plants from natural habitat or plants grown in vitro. On the contrary, it was determined 
that the majority of the AtCKX transgenic centaury lines accumulated more xanthones than 
plants grown in nature. As xanthones are increasingly being used for their pharmacological 
properties, AtCKX transgenic centaury plants could be used as a useful source of plant 
material for the production of novel drugs. 
Key words: Centaurium erythraea Rafn., Agrobacterium tumefaciens, genetic 
transformation, qRT-PCR, AtCKX genes, CKX activity, cytokinins, secondary metabolites, 
secoiridoids, xanthones.
Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology
UDC number: 577.21:581.1(043.3)
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AM(D)(T)P adenozin mono (di) (tri) fosfat
ANOVA analiza varijanse
BA N6-benziladenin
BSA bovine serum albumin – 0
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	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cDNK komplementarni lanac DNK
CKX enzim citokinin oksidaza/dehidrogenaza
CPPU N-fenil-N’-(2-hloro-4-piridil)urea
CTAB heksa-decil-3-metil-amonijum-bromid


















































iP7G N6-(52-izopentenil) adenin 7-glukozid
iP9G N6-(52-izopentenil) adenin 9-glukozid
iP9R N6-(52-izopentenil) adenin 9-ribozid
	

iPRMP N6-2-izopentenil adenin 9-ribozid-5'-monofosfat
iPRM(D)(T)P izopentenil adenin ribonukleotid mono(di) (tri) fosfat
IPT enzim izopentenil transferaza
KIN kinetin – 6-furfuril-aminopurin
LB Luria Bertani Broth hranljiva podloga
LOG enzim monofosfat fosforibohidrolaza
LS Linsmaier & Skoog hranljiva podloga






MEP metileritritol fosfat 
MS masena spektroskopija






NADPH koenzim nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza
NMR nuklearno-magnetno-rezonantna spektroskopija




qRT-PCR kvantitativni RT-PCR 
RM(D)(T)Ps ribozid -5’- mono (di) (tri) fosfat
RNK ribonukleinska kiselina
RT Reverse Transcription – reakcija reverzne transkripcije
TBE tris-boratni-EDTA pufer
T-DNK transferred DNA – deo plazmidne DNK koji se integriše u biljni genom
TDZ tidiaziron – 1-fenil-3-tidiazol-5-urea
TIBA 2,3,5-trijodbenzoeva kiselina
TRIS tris-hidroksimetil aminometan
tRNK RNK prevodilac u procesu translacije







t-Z9ROG trans-zeatin 9-ribozid O-glukozid





Z zeatin – 6-(4-hidroksi-3-metilbut-2-enilamino)purin
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koriste u farmaciji! )##   
 	 #
   # ""
#
kao terapija u savremenoj medicini sadrže ekstrakte mnogih biljaka. Usled prekomerne 
eksploatacije biljaka iz prirode, kao i uništavanjem njihovih prirodnih staništa, mnogim 
lekovitim biljnim vrstama preti potpuno istrebljenje. 
Kultura tkiva predstavlja jedan od alternativnih 




 +George i Sherrington, 1984). Primenom 
kulture tkiva  # 





eksplantatima u kratkom vremenskom periodu. Za regeneraciju biljaka in vitro koriste se tri 
osnovne metode: mikropropagacija, organogeneza i somatska embriogeneza (Terzi i Lo





veoma važnih prirodnih hemijskih jedinjenja (Barz i Ellis, 1981; Deus i Zenk, 1982).
Akumulacija sekundarnih metabolita zavisi od sastava hranljive podloge kao i od uslova 





























sekundarnih metabolita (Naina i sar, 1989; Yun i sar, 1992; 
Cucu i sar, 2002; Koroch i sar, 2002). 2#
ultura tkiva lekovitih biljaka mogla bi 
imati komercijalnu primenu u proizvodnji sekundarnih metabolita.
Primenom i razvi## 
% %
  # 
 
 "	jšati neke od 





Rafn.   
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1.1. Opšte karakteristike vrste Centaurium erythraea Rafn.
Rod Centaurium "	# #
   
	
#
Gentianaceaea koja obuhvata 
oko 50 vrsta koje su na osnovu morfoloških, ekoloških i taksonomskih karakteristika,
podeljene u nekoliko sekcija (Tutin, 1972). Sve vrste roda Centaurium pripadaju familiji 
Gentianaceae, redu Gentianales, nadredu Gentiananae, podklasi Asteridae, klasi 
















 (centum = stotina i aureum
= zlato), što u prevodu 

	#vredna stotinu zlatnika (Tucakov, 1996).
Sa b
  	
 vrste roda Centaurium su kosmopolitske i
uglavnom naseljevaju severnu hemisferu i to Veliku Britaniju, Skandinaviju, Mediteran, 
jugozapadnu Aziju i severnu Afriku (Chevallier, 2000). Danas se smatra da rod Centaurium
vodi poreklo iz Mediterana i centralne Amerike. Mnogobrojne vrste ovog roda 0
 
 
  # 

, i to u Kaliforniji i Meksiku (Jäger, 1978). Biljne vrste 









U flori Srbije pored Centaurium erythraea, zastupljene su još tri vrste: C. 
pulchellum, C. tenuiflorum i C. ulginosum (7
-#
:;<</!
















 "  	 # je granato u gornjem delu. Listovi na 











-grozdastu zbijenu cvast, koja je 
ravna po gornjoj površini, jer su cvetovi uvek u istoj visini (Slika 1b)!=



















































opnu (Slika 1d). U prirodi cveta od jula do septembra.
'

#	a suvim pašnjacima, obodu puteva i njiva. Živi na kre#


zemljištima od nizija do planinskih pojasa (do 1400 m). Pripada evropsko-mediteranskom 
flornom elementu (Tutin, 1972).
Slika 1. Centaurium erythraea Rafn. u prirodnom staništu. a) izgled cele biljke, b) štitasto-


































farmakopejama. U lekovite svrhe koristi se cela biljka (Centaurii herba) koja se bere u 









 "0 "  
 
#! "   

  
ugroženom biljnom vrstom (Tucakov, 1996).
1.2. Pregled literature o regeneraciji vrsti roda Centaurium in vitro
Kultura in vitro "	##"
%	
% tehnika za gajenje 	
#
tkiva ili organa, u kontrolisanim i sterilnim uslovima  # %	#
# "	

definisanog sastava (Akin-Idowu i sar, 2009). Koncept kulture in vitro prvi je razvio 
Haberlandt davne 1902. godine. On je otkrio da su izolovane 
	#	
###
hranljivim podlogama totipotentne, tj. mogu da se dele, rastu i diferenciraju! >

biljnih hormona (auksina i citokinina –  "# "	












naunim oblastima kao što su farmakologija, fitopatologija, molekularna biologija itd. 









% # (Akin-Idowu i sar, 2009). Prema dosadašnjim 
saznanjima, regeneracija biljka in vitro 















strukturu, tzv. somatski embrion koji formira apikalni meristem izdanka i korena i samim 

"zigotski embrion). 
Sredinom osamdesetih godina dvadesetog veka prvi put je neka vrsta roda 







mikropropagaciju vrste C. erythraea u kulturi tkiva. Barešova i sar. su 1985. godine 
uspešno uspostav
	
 	 	 

 od korena i pupoljaka sterilnih klijanaca na LS 




10-5 mol/l i kinetina (KIN) 10-6 mol/l. Kalusne kulture su uspostavljene i od eksplantata koji
su izolovani sa biljke iz prirode i sterilno gajeni na hranljvoj podlozi istog sastava. Nisu 
 	
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Organogeneza je indukovana u kulturi segmenata listova gajenih na LS hranljivoj









!2#e su dodavani 
KIN (Barešova i Herben, 1985) ili N6-benziladenin (BA) (Laureova i sar, 1986; =		AA

sar, 1983B =		AA 
 , 1984/! 

 ""	#
  0 
#  kalusu 









u prisustvu samo 
citokinina nego kada se gaji na hranljivoj podlozi kojoj su dodati IAA 2,0 mg/l i KIN 0,2
mg/l (Barešova i Herben, 1985). Prisustvo auksina (NAA i 2,4-D) u hranljivoj podlozi 
inhibira diferencijaciju pupoljaka (=		AA 
 , 1983). Posle dva meseca gajenja 
segmenata listova na optimalnim hranljivim podlogama, procesom organogeneze razvija se 
mnogo pupoljaka rozetaste forme, #







 " organogeneze "
# 

   
# 
" ?? . Piatczak i sar. su 2003. godine ispitivali morfogenetski potencijal 

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 (hipokotil, kotiledon, 
koren, list) #
  #( %	#
# "	
 +Murashige i Skoog, 1962) koja je 
sadržala IAA (2,85 µM) i BA (0,88 µM). Koren i list su pokazali naj "





pupoljaka po eksplantatu. 
 






#(hranljivoj podlozi, kao i na MS hranljivoj
















#dnosu na ostale regulatore 






































vodi poreklo od kalusnih kultura (Barešova i Kaminek, 1984). Kalusi su indukovani na LS 
hranljivoj podlozi u koju je dodat citokinin KIN (10-6 mol/l) i auksini IAA (10-5 mol/l) ili 
2,4-D (10-6 mol/l). 
	 	
# "
#dobijena je tek posle 7 pasaža gajenja na 







stimulatorni efekat za razliku od 2,4-!  "
#
 	
#  E 	# "











se mogu dalje gajiti u nesterilnim uslovima. G	
# suspenziju 0  
#
uspostavili Meravy (1987) i Beerhues i Berger (1994), ali  
	# "nja fenola i 
$#










 su direktnu 

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GA3 ili retardant rastenja, paklobutrazol, u
koncentracijama 0,01-3,0 µM. Pokazano je da GA3 deluje inhibitorno na proces somatske 



















!)#da biljke dobijene regeneracijom in vitro proizvode 
više gorkih glikozida (svarciamarina i genciopikrina) nego biljke iz prirode +7
 i sar,
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 "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su gajeni na hranljivoj podlozi bez regulatora #+7
 i sar, 2000).
Generalno posmatrano, k

ca je vrsta roda Centaurium koja se najviše istražuje. 
Prvi i najvažniji razlog je relativno laka manipulaci#  
























0	poslužila i kao model sistem 
za na#	









an model organizam koji je, u cilju ispitivanja brojnih fizioloških procesa, "	
,D
$
, tokom više od 20 godina, u laboratoriji Odeljenja za fiziologiju biljaka 




Za ostale vrste roda Centaurium postoji veoma mali broj literaturnih podataka. Sva 
dosadašnja istraživanja o regeneraciji vrsti roda Centaurium in vitro objedinjena su u 



























Beerhues i Berger 
(1994)
Centaurium rigualli Esteve Segment stabla
Izdanak




Iriondo i Pérez  
(1996)
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Tabela 2. Hronološki prikaz istraživanja o regeneraciji vrste Centaurium erythraea Rafn.
in vitro.
Po
,		 Hranljiva podloga Regenerativni proces Autori
List LS
LS + NAA + 2,4-D
Rast kalusa =		AA
!+:;-I/
List ili kalus LS + BA Organogeneza (pupoljak) =		AA
!(1984)
G	
#spenzija LS + IAA + KIN Somatska embriogeneza Barešová i Kaminek 
(1984)
List LS + IAA + KIN Rast kalusa i organogeneza
(pupoljak i koren)
Barešová i sar. (1985)
List LS + IAA
LS + KIN
Rast kalusa i organogeneza
(pupoljak i koren)
Barešová i Herben 
(1985)
List LS + BA Organogeneza (pupoljak) Laurova i sar. (1986)


















Beerhues i Berger 
(1994)





























½ MS + IAA + BAP 
+/
J(H+/
½ MS  + IBA
½ MS  + IAA / IBA / 














Šiler i sar. (2007)
Vrh korena ½ MS + BA / CPPU 

































željenim osobinama. Osnovni kora
  
 
$#  izolacija gena od 
interesa i njegova modifikacija, zatim konstrukcija vektora, transformacija i na kraju 














1. Tehnikama direktnog transfera gena (mikrobombardovanje – biolistic metoda, 
mikroinjektiranje, elektroporacija, PEG metoda, fuzija protoplasta)
2. Tehnikama transfera gena posredstvom bioloških vektora (virusa ili bakterija –
Agrobacterium rhizogenes i Agrobacterium tumefaciens).





transformaciju biljaka. Tehnike direktnog transfera gena se revolucionarno razvijaju, ali 
njihov #




veliko variranje u stabilnosti, integraciji i ekspresiji uvedenog gena. Sa druge strane, 
tehnike transfera gena posredstvom bakterija roda Agrobacterium pokazale su se, tokom 
niza godina, veoma efikasnim i jednostavnim +3 
:;;;/!)0#ove 
tehnike avaju precizniju i stabilniju integraciju željenog gena u genom biljke 
(Komari i Kubo, 1999; Shou i sar, 2004).
1.3.1. Rod Agrobacterium











 i koja zavisi od tipa plazmida koji nosi bakterija:
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1. A. rhizogenes – izaziva pojavu adventivnih korenova tzv. hairy root bolest 
(Riker i sar, 1930)
2. A. tumefaciens – izaziva pojav"0

	#!crown 
gall bolest (Raven i sar, 1999; Dale i von Schantz, 2002)
3. A. rubi – izaziva tumor kod biljaka roda Rubus tzv. cane gall bolest
(Depicker i sar, 1983)
4. A. vitis – izaziva tumor na vinovoj lozi i na još nekoliko drugih biljnih vrsta 
(Otten i sar. 1984)
5. A. radiobacter – saprofitna, avirulKntna bakterija koja ne izaziva pojavu 
tumora kod biljaka
Za razliku od divljih, prethodno pomenutih, sojeva bakterija roda Agrobacterium,
laboratorijski sojevi se 
  
u transformaciju veoma velikog broja biljnih 
vrsta (Gelvin, 2003). Bakterije roda Agrobacterium mogu biti prisutne u biljci (u 









ja. Do infekcije i oboljenja biljnog tkiva dolazi samo 





	#  "# 	
















stepen osetljivosti (Anderson i Moore, 1979; De Cleene i DeLey, 1976; Porter, 1991; 
Cheng i sar, 2004). Generalno gledano dikotiledone biljke su više osetljive na infekciju 
bakterijama roda Agrobacterium  











biljnih tkiva dikotiledonih biljka. (0










– Toki , 1997; Kant i 




1.3.2. Plazmidi bakterija roda Agrobacterium















#!Fenolna jedinjenja zatim indukuju gene 
















  sformacije integrišu u genom biljke (Van Larebeke i sar,




1. Ti – plazmid (tumor inducing) kod A. tumefaciens
2. Ri – plazmid (root inducing) kod A. rhizogenes
Ve $  "	
 #
  










  koji se sintetišu u biljci
posle infekcije biljnog tkiva i inkorporacije gena koji ih kodiraju u genom biljke





Posle infekcije biljnog tkiva sa A. tumefaciens sintetišu se oktopin, nopalin, manopin, 
agropin, leucinopin ili sukcinamopin, dok se posle infekcije sa A. rhizogenes sintetišu 
agropin (Ri plazmidi pRiA4, pRi1855, pRiHR1, pRi15834 i pRiLBA9402), manopin








ih razgrade tako da ih ne može koristiti. >	0
 "

  transportuju i patogene 
bakterije ih koriste kao izvor ugljenika i azota. Katabolizam ovih opina obavlja se 











Oba tipa plazmida sadrže tri 
 
 #  phodna za proces 
transformacije i to su:













	jci (Baron i 
Zambryski, 1995)
2. Vir region (virulence region) ve	

35 Kbp, koji se sastoji od više velikih lokusa 
(virA, virB, virC, virD, virE, virG, virH i virJ). Vir geni kodiraju sintezu vir







#"Kde i transfer T-2'	
#
!
3. Region bakterijskog hromozoma koji 








#  "0 
	# 	
#
(Watson i sar, 1975). )








% :,-glikana, dok produkt chvE obrazuje 
transmembranski receptorski kompleks zajedno sa produktom plazmidnog virA.
Razvijanje tumorskog tkiva biljke dešava se pošto se deo plazmidne DNK (T-DNK) 
"# 
 0#  2' 
	#!Onkogeni, geni koji su odgovorni za formiranje 
tumora, T-DNK Ti plazmida kodiraju enzime koji katalizuju sintezu auksina i citokinina.








# deoba tj. razvijanje tumora (Chilton i sar, 1977). T-DNK Ri –





















1.3.2.1. Ti – plazmid







vir regiona u odnosu na sve ostale sekvence DNK plazmida (Nester i sar, 1984).
Svi virulentni sojevi A. tumefaciens sadrže jedan veliki plazmid (Ti – plazmid), koji 


"e crown gall tumore. Ti-plazmid se sastoji od oko 200-800 kb parova 
nukleotida (Gelvin, 2003) i poseduje pet regiona:
1. T-DNK (»transferred DNA«) region
2. tra – region odgovoran za konjugaciju plazmida
3. ori – region odgovoran za replikaciju plazmida





5. cat – region sa genima za katabolizam opina
Na T-DNK regionu nalaze se geni za sintezu biljnih hormona auksina i citokinina 
što indukuje ekspresiju tumorskog fenotipa, zatim i sintezu opina. Sekvenca T-DNK za 
sintezu kukumopina, nopalina i sukcinamopina Ti – plazmida i agropina Ri – plazmida je 
jedinstvena. Za oktopin i leucinopin Ti – plazmida na samoj T-DNK postoje dve sekvence 






(Bundock i Hooykass, 1998).







tumora i to su:
1. tms – tumor morfology shooty
2. shi – shoot induction lokus sa genima IaaM (Thomashow i sar, 1986; van 
Onckelen i sar, 1986) i IaaH (Thomashow i sar, 1984) koji kodiraju sintezu IAA 
3. tmr – tumor morphology rooty lokus na kojem se nalazi ipt gen koji kodira enzim 





 (Akyoshi i sar, 1984; 









Kako bi transformacija biljaka bakterijama roda Agrobacterium bila uspešna, 
neophodno je imati bakterijski soj # 
, prekulturu eksplantata, izvršiti 
povredu eksplantata, odrediti podlogu za kokultivaciju, kokultivaciono vreme, kao i 
temperaturu i selekcioni režim (Chandler i Lu, 2005).
'  #  "% "
 u poglavlju 1.3.2. kod divljih sojeva bakterija 
roda Agrobacterium Ti – i Ri – plazmidi imaju T-DNK region koji je podeljen u dve 
sekvence (TL i TR/ 
0 #
% # *C sekvenca koja se ne prenosi u genom biljke
(Veluthambi i sar, 1988). Na TL sekvenci se nalaze onkogeni, a na TR sekvenci su locirani 
geni za sintezu opina. U laboratorijskim sojevima bakterija roda Agrobacterium prirodna T-











#a Agrobacterium je proces koji se,







#Agrobacterium tumefaciens (prema Zhu i 






#, 3 - 0
#*-DNK u biljni genom
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1. Prepoznavanje i »napad« 
& od strane bakterije
3 #" do infekcije bakterijom dolaz










e i organske kiseline). Kod dikotila to su fenolni derivati, siringon i acetosirngon 
(Stachel i sar, 1985), a kod monokotila to je etil-ferulat (Messens i sar, 1990). Ova 
jedinjenja su deo odbrambenog siste 
	# 




















































    #! 
#














 chvE gen, vezuje ugljene hidrate iz 
signalnih jedinjenja biljke i prenosi signal membranskom VirA proteinu (histidin protein 
kinaza). Ovaj protein je primarni receptor signala bakterije. Signalni molekuli reaguju sa 
ovim proteinom i dovode do konformacionih promena na molekulu. Fosforilisan VirA
protein prenosi fosfatnu grupu na VirG protein (Jin i sar, 1990). Fosforilisani VirG protein 
aktivira transkripciju vir gena (Pazour i sar, 1990; Tamamoto i sar, 1990). VirG protein 






za DNK (Shen i Citovsky, 1996). Fosforilacija VirA, a zatim i VirG kompleksa dovodi do 






##	*-DNK, njenom isecanju i prenosu u biljnu 
	
#











 	0  #	 *-DNK. Posle isecanja, T-lanac se polarno 









proteina. Ovaj protein štiti T-lanac od destrukcije i tu ostaje tokom transporta u biljnu 
	
#u.











# dolazi do spajanja VirE2 molekula sa nezrelim T-
kompleksom i formira se zreli T-kompleks (mature T-complex) #
#




##+Tzfira i Citovsky, 2006). 
Za aktivan ulazak T-kompleksa u jedro nephodno je prisustvo NLC (nuclear localization 













(VIP1 i VIP2) i na taj 





+Tzfira i sar, 2001). Posle ulaska T-kompleksa u jedro 
VIP1 protein se vezuje za histone (Li i sar, 2005; Loyter i sar, 2005/##
za pozicioniranje ovog kompleksa na mesto integracije. Pre same integracije dolazi do 
uklanjanja svih proteina koji su vezani za T-DNK (T-DNK incoating) uz po 3
M




Poslednji, a verovatno i najvažniji korak gene
 
#, je integracija T-
2'   
! 
#   
	# dešava se nehomologom 




"*+Tzfira i sar, 2004b). 
Ekspresija transgena zavisi od niza faktora kao što su broj kopija uvedenog gena kao i 
od mesta njegove integracije (Matzke i sar, 1994; Assaad i sar, 1993; Maessen i sar, 1997).
Stabilno integrisana T-DNK prenosi se 	
































vir funkcije (An, 1995). U svaki binarni plazmid,
pored stranog gena od interesa, ubacuju se i marker geni koji se dele na selektivne i 
reporter gene (Reynaerts i sar, 1988).








nekom antibiotiku (kanamicin, higromicin i dr.). Ova, tzv. negativna selekcija primenom 
	












marker gena za negativnu selekciju. Pored selektabilnih markera za negativnu selekciju 
koriste se i markeri za pozitivnu selekciju i markeri za vizuelnu selekciju (geni za enzime 
koji daju bojene reakcije ili fluorescentne proizvode). Ekspresija vizuelnih selektabilnih 












# "   #
% #  "















detekcije razvijena je za uidA gen iz Escherichia coli koji kodira L-glukuronidazu, tj. GUS
enzim (Jefferson i sar,1987). Sve više se primenjuju vizuelni reporter geni, kao što su gen 
za sintezu pigmenta antocijanina (Ludwig i sar, 1989; Goff i sar, 1990) i gen za sintezu 
zelenog fluorescentnog proteina – GFP (Green Fluorescent Protein) (Sheen  i sar, 1995;
Chiu i sar, 1996). Prednost vizuelnih reporter gena j   %# " 







biljnih vrsta bakterijama roda 
Agrobacterium
8
 cije vremenom su postale veoma pogodan sistem za 







	# koje imaju široku primenu. Glavni ciljevi genetske 
modifikacije ovih biljaka su:































) A. rhizogenes inficirano je v













%, malobrojne familije 





	# !Pokazalo se da hairy roots brzo






stabilni. Upravo zbog navedenih karakteristika hairy roots su veoma pogodni za masovnu 


































 stabla koji su zaražavani bakterijom. Ne 
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postoje literaturni podaci koji govore o upotrebi korena ili dela korena kao inicijalnog 
"	  
 





Tabela 3. )	 #
%   
# 	

%  " A.
tumefaciens (modifikovano prema Gómez-Galera, 2007).
Vrsta Tip eksplantata Autori
Acacia mangium segmenti stabla Xie i Hong, 2002
Aesculus glabra "
#	
# Trick i Finer, 1999
Azadirachta indica klijanci Naina i sar, 1989
Drosera rotundifolia o
listova Hirgikopi i sar, 2002
Echinacea purpurea o
listova i petiole Wang i To, 2004
Euphorbia nivulia kalus Sunandakumari i sar, 2005
Lathyrus sativus epikotil Barik i sar, 2005
Lavandula intermedia o
listova Dronne i sar, 1999
Panax quinquefolium
(American ginseng)




Wei i sar, 2006
Ruta graveolens hipokotil Lievre i sar, 2005
Scrophularia buergeriana o
listova Park i sar, 2003b
Taraxacum platycarpum o
listova Bae i sar, 2005




# Kim i sar, 2000
Thalictrum flavum kotiledoni Samanani i sar, 2002
Brojni faktori mogu uticati na efikasnost transformacije: genotip biljke, povrede 
biljnog tkiva, aktivacija vir gena, prenos T-DNK u biljnu citoplazmu, translokacija T-DNK
u jedro i integracija T-DNK (Gelvin, 2000).
Postoji veoma mali broj literaturnih podataka o direktnom transferu gena u neke 
lekovite vrste. Mikrobombardovanje ciljanim genom do danas je 0 samo kod tri 
lekovite biljne vrste i to kod Dioscorea alata (Tor i sar, 1993), Lathyrus sativus (Barna i 





biljnih vrsta familije Gentianaceae






"A. rhizogenes. Hosokawa i sar. su 1997. godine pokušali da urade 
transformaciju Gentiana triflora x G. Scabra " A. tumefaciens (sojevi LBA4404 i 
EHA101), ali nisu u tome uspeli. ) A. tumefaciens do sada su uspešno transfomisane 
samo tri biljne vrste u okviru pomenute familije, i to Eustoma grandiflorum Grise.,
Gentiana punctata i G. dahurica.  
 





# na u genom biljke (Karami i sar,





  0 #    biljne vrste: 
Eustoma grandiflorum Grise. i Gentiana triflora x G. scabra.
Sva navedena istraživanja uglavnom su se bavila problematikom efikasnosti 
regeneracije i selekcije transformisanih biljnih tkiva. Iscrpan pregled literature o tehnikama 


%ransformacija, koje su do danas primenjene na vrstama familije Gentianaceae,
dat je u Tabeli 4.
Uvod
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Suginuma i Akihana, 1995













(sojevi A4, 15834, 8196, R1000)
Hayta i sar, 2011







Gentiana triflora x G. scabra A. rhizogenes 
(soj ATCC43057)
Hosokawa i sar, 1997
A. tumefaciens - neuspešno
(sojevi LBA4404 i EHA101)
Gentiana punctata A. rhizogenes 
(soj A4M70GUS)
Vinterhalter i sar, 1999
A. tumefaciens
(soj C58C1)
Vinterhalter i sar, 2000
Gentiana triflora x G. scabra mikrobombardovanje Hosokawa i sar, 2000
Gentiana triflora x G. scabra A. rhizogenes 
(soj ATCC43057)
Mishiba i sar, 2006
Gentiana macrophylla A. rhizogenes 
(sojevi A4GUS, R1000, LBA9402, ATCC11325)
Tiwari i sar, 2007
Gentiana macrophylla A. rhizogenes 
(soj R1000)
Znahg i sar, 2010
Gentiana dahurica Fish. A. tumefaciens
(soj GV3130)




Handa i sar, 1992
A tumefaciens
(soj A722)
Deroles i sar, 1993
A. rhizogenes 
(soj MAFF0301724)
Handa i sar, 1995
mikrobombardovanje Semeria i sar, 1995
A. rhizogenes 
(soj NCPPB1855)
Govannini i sar, 1996
A. tumefaciens
(sojevi A281 i EHA105)
Semeria i sar, 1996
A. tumefaciens
(soj A722)
Ledger i sar, 1997
A. tumefaciens
(soj A722)
Schwinn i sar, 1997
mikrobombardovanje Takahashi i sar, 1998
Swertia japonica A. rhizogenes 
(soj ATCC15834)
Ishimaru i sar, 1990




















  nekim drugim 
biljnim hormonima regulišu brojne razvojne i fiziološke procese u biljnom tkivu. Ime su 
dobili po prvobitno otkrivenoj funkciji, a to je stimulacija citokineze, tj. deobe 	
#!
Davne 1955. godine otkriveno je da kokosovo mleko +
"%/
stimuliše d 	
# 	  (Skoog i Miller, 1955a, 1955b). Iste godine















izolovao Letham 1963. godine.
Citokinini se po poreklu dele u dve velike grupe – prirodne i 

:
1. Prirodni citokini – po svojoj hemijskoj strukturi predstavljaju derivate 
adenina. U zavisnosti od komponente koja se vezuje za adeninski prsten, prirodni citokinini 
se dalje dele u dve grupe: 
1. Izoprenoidni citokinini – nastaju kada se za N6 atom adenina veže jedna 





+iP), trans-zeatin (tZ), 
cis-zeatin (cZ) i dihidrozeatin (DHZ). Hemijske strukture izoprenoidnih citokinina 







dvostruke veze u zeatinu. U najrasprostranjenije prirodne izoprenoidne citokinine spadaju 


























thaliana, dok je cZ dominantan tip citokinina kod kukuruza (Veach i sar ,DDI/ "


(Izumi i sar, 1988) i leblebije (Emery i sar, 1998). U novije vreme cZ 0#

algama (Stirk i sar, 2003) i mahovinama (Von Schwartzenberg i sar, 2007).
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Slika 3. Hemijske strukture prirodnih izoprenoidnih citokinina (prema Sakakibara, 2006).
Istraživanja egzogeno primenjivanih citokinina na duvanu (Schmitz i Skoog, 1972) i 
mahovini Funaria hygrometrica (Spiess, 1975) ukazuju na to da su slobodne baze i
ribozidi, prekursori slobodnih baza, biološki aktivne forme citokinina, s tim da tZ i iP imaju 
 




 #  " 
 !
(0
 #a istraživanja vremenom su 	 	






slobodnih baza citokinina. )	#
% 
 #  
"
# 
cZ za koji se 










tkivima brzo metabolišu u odgovara#	

nukleozide (Singh i sar, 1988; Letham 
i Zhang, 1989; Moffatt i sar, 1991; Yonekura-Sakakibara i sar, 2004).
2-
 	















 "	 " 
%
godina XX veka (Horgan i sar, 1973; Horgan i sar, 1975), a nešto kasnije i iz kale
Zantedeshia (Chaves das Neves i Pais, 1980), anisa (Ernst i sar, 1983), paradajza (Nandi i 
















(oT) i meta-topolin (mT), dok supstitucijom metoksi-grupom nastaju metoksi-derivati:
orto-metoksitopolin (meoT) i  meta-metoksitopolin (memT). 2# 
  
%



























  " # 0 imaju citokininski efekat, ali do























## stimulisalo je sintezu 


















  "0# sa zeatinom (Takahashi i sar, 1978; Mok i sar, 1982; 











1.4.1. Modifikacije prirodnih citokinina






 "  # 	
 
 nukleotide (Letham, 
1994) i to u:
1. Ribozide (ribonukleozide) – nastaju vezivanjem riboze za N9 atom 
adeninskog prstena 
2. Ribotide (ribonukleotide) – nastaju vezivanjem ribozida preko C5’ atoma 

  #  
	
 





monofosfat (RMPs), ribozid -5’- difosfat (RDPs) ili ribozid -5’- trifosfat 
(RTPs)
3. O-glukozide ili O-ksilozide – nastaju vezivanjem glukoze ili ksiloze na 

   

  	 	 trans-, cis-zeatina ili 
dihidrozeatina, ali ne i njihovih ribozida ili ribotida.
Ove konverzije # ne"


 enzimi koji uo
# # 
fosforilaciji adenina, adenozina, AMP i ADP (Chen, 1997). )0# 	
%
citokininskih baza u ribozide, ribotide, O-glukozide i O-ksilozide je reverzibilan proces.
	
	
# #! #O-glukozida i O-ksilozida u slobodnu formu vrši enzim L -

























formi iP-ribozida (Noodén i Lethman, 1993). Sa druge strane, O-glukolizacija ima veoma 
važnu ulogu u skladištenju rezervi citokinina. Važno je ponoviti da su O-glukozidi 
reverzibilni i stabilni i, što je najvažnije, otporni su na degradaciju citokinin-
oksidazom/dehidrogenazom (Veach i sar, 2003).
Modifikacijom adeninskog prstena mogu nastati:
1. N-glukozidi – nastaju vezivanjem glukoze za neki od N atoma (N3, N7 ili 
N9) adeninskog prstena citokinina, njihovih ribozida ili ribotida
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2. lipinska kiselina – nastaje konjugacijom alanina  za N9 atom adeninskog 
prstena




formiranih N-glukozidi i konjugata više ne mogu regenerisati slobodni citokinini. Iako se 









njihova biološka uloga nije u potunosti jasna (Hou i sar, 2004).
1.4.2. Metabolizam citokinina





















je još uvek u potpunosti razjašnjena.
Slika 6. Šematski prikaz metabolizma citokinina kod biljaka (prema Werner i Schmülling, 
2009). IPT – izopentil transferaza, CYP735As – membranska monooksigenaza, CKX –














Citokinini se sintetišu u meristemu izdanka i mladim listovima, ali ##
##
meri sintetišu se u meristemu korena. Postoje dva puta u biosintezi citokinina: »iP zavisni 
put« i »iP nezavisni put«.
Prvi korak u sintezi prirodnih izoprenoidnih citokinina je vezivanje N6 atoma 
adenozin 5’-fosfata (AMP, ADP ili ATP) za dimetilalil difosfat (DMAPP) ili
hidroksimetilbutenil difosfat (HMBDP)! > 
# 
   " 	# 











supstrata enzima izopentenil transferaze zavisi od porekla samog supstrata kao i od biljne 
vrste. DMAPP je biološki izoprenoid koji nastaje kao produkt dva biosintetska puta,
metileritritol fosfatnog (MEP) i mevalonatnog (MVA) puta (Astot i sar, 2000). Izopentenil
transferaza prebacuje izopentenil grupu sa DMAPP na ADP ili ATP i tako nastaje ribotid 
forma biološki aktivnog citokinina iP, tj. izopentenil adenin ribonukleotid difosfat ili 
trifosfat (iPRDP ili iPRTP) (Kasahara i sar, 2004). Identifikacija prvog supstrata enzima 
izopentenil transferaze otkrivena je kod Dyctiostelium discoideum (Abe i sar, 1976).
 	 koraku iPRMP i iPRDP postaju supstrat za membranski enzim 
citohrom P450 





lanca. Ovaj enzim kao supstrate koristi samo iPRMP i iPRDP, ali ne i iPRTP kao ni 
slobodne baze ni nukleozide (Takei i sar, 2004). Kao produkt ove reakcije nastaje tZRMP
odnosno tZRDP. iPRMP i tZRMP se, enzimom monofosfat fosforibohidrolazom (LOG),
direktno konvertuju u #slobodne citokininske baze.
Pored ovog zavisnog, tZ može biti sintetisan i tzv. »iP nezavisnim putem«. 
M0
, detaljni koraci ovog biosintetskog puta još uvek nisu u potpunosti poznati (Astot 







tRNK (Miyawaki i sar, 2006). Enzim cis-
trans izomeraza vrši dalju interkonverziju tZ u cZ i obrnuto (Takei i sar, 2004).
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Prva karakterizacija IPT gena 0#A. tumefaciens (Akiyoshi i sar, 1984; 
Barry i sar, 1984). Otkriveno je da ova bakterija ima dva IPT gena: Tmr - koji se nalazi u T-
DNK regionu i Tzs - koji se nalazi u virulentnom regionu Ti nopalinskog plazmida (John i 
Amasino, 1988; Powell i sar, 1988). Bakterijski enzim izopentenil transferaze kao supstrat 
koristi samo AMP za koji se vezuje HMBDP i tako nastaje tZRMP.
Tek posle dvadesetak godina identifikovani su IPT geni viših biljaka i to kod A. 
thaliana (Kakimoto, 2001; Takei i sar, 2001), petunije (Zubko i sar, 2002) i hmelja (Sakano 
i sar, 2004). U genomu A. thaliana otkriveno je 9 gena koji kodiraju enzim izopentenil




























 zima izopentenil transferaze! )
 #  # " 	


ovog enzima #  "	



















%citokinina (BA i topolina) još uvek 
nije u potpunosti razjašnjena. Pretpostavlja se da je mehanizam glukozilacije 

%





























+Inoue i sar, 































 "#m aktivnosti enzima citokinin oksidaze/dehidrogenaze (CKX).



















 I-metil-2-butenal (McGaw i 
















  # 	#
   	
 

citokinina u biljnim tkivima. Na dejstvo CKX osetljivi su iP, tZ i njihovi nukleozidi, dok je 





citokinini i njihovi derivati nisu osetljivi na dejstvo CKX (Armstrong, 1994; Van Staden i
Crouch, 1996; Bilyeu i sar, 2001). (0







N9-glukozidi i citokininski fosfati, ipak mogu biti supstrati za CKX.
Slika 7. Hemijska reakcija ireverzibilne degradacije citokinina CKX enzimom
Po hemijskoj strukturi CKX enzim je flavoprotein za koji je kovalentno vezan 
kofaktor flavin adenin dinukleotid – FAD (Schmülling i sar, 2003; Popelková i sar, 2004).









CKX enzim prvi put je otkriven kod duvana +) 
 , 1971), a vremenom je 
pokazano da je ovaj enzim široko rasprostranjen u biljnim tkivima. Izolovan je iz kukuruza 
(Whitty i Hall, 1974), tumornog tkiva vrste Vinca rosea (McGaw i Horgan, 1983), 
kalusnog tkiva Phaseolus vulgaris (Chatfield i Armstrong 1987, 1988), pšenice (Laloue i 
Fox, 1989) i kalusnog tkiva duvana i topole (Motyka i Kaminek, 1992).






















(Werner i sar., 2003b, 2006).
Pojedini AtCKX geni se eksprimiraju u istom tkivu ili u neposrednoj blizini tkiva u kojem 
se sintetišu citokinini (aksilarni pupoljci, trihomi i vaskularna tkiva). ' "

 #
otkriveno 11 gena (OsCKX1-11) koji su odgovorni za sintezu CKX enzima. Geni koji 
kodiraju CKX enzim klonirani su još iz kukuruza (Houba-Hérin i sar, 1999; Morris i sar, 
1999; Biley i sar, 2001; Massonneau i sar, 2004; Šmehilová i sar, 2009), orhideja roda 
Dendrobium (Yang i sar, 2002, 2003a; Wang i sar, 2009/ # (Galuszka i sar, 2004),
















   







	#  " "











citokinina u izdanku i korenu. Transgene CKX biljke mogu poslužiti kao dobar model 






% procesa koji su pod kontrolom biljnih 
hormona citokinina. Uticaj ekspresije 	


%CKX gena na metabolizam citokinina, do 
danas je ispitivan kod nekoliko biljnih vrsta, i to kod duvana (Werner i sar., 2001), 
A.thaliana (Werner i sar, 2003b; Yang i sar, 2003b), mahovine Physcomitrella patens (Von 
Schwartzenberg i sar, 2007), i krompira kod sorte Solara (Hartmann i sar, 2011) i sorte









 ! sindrom nedostatka 







































uved AtCKX1 gen nego kod onih sa AtCKX2 genom (Werner i sar, 2001, 2003b).
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% , koji imaju snižen nivo endogenih citokinina,
#"	#nju procesa koji su pod kontrolom ove grupe biljnih 
hormona. 
 Citokini u izdanku
Stimulišu funkciju apikalnog meristema izdanka i &ske deobe – Ova uloga 
citokinina otkrivena je davno (Skoog i Miller, 1957) i "0 je mnogo godina kasnije
analizom transgenih AtCKX biljaka A. thaliana koje imaju snižen nivo endogenih 










familija ciklin-zavisnih protein kinaza. Ovi enzimi, fosforilacijom niza proteina, regulišu
"		
#
#lijskog ciklusa. Ekspresija ovih enzima zavisna je od 









#CYCD3 gena koji kodira ciklin tipa D. Pomenuti protein #	#

"		





izdanka transgenih AtCKX biljaka A. thaliana, 














# floema (Aloni, 1995). U izdancima transgenih 
AtCKX biljaka A. thaliana pokazano je da su ksilem i floem redukovani (Werner i sar,
2003b).
Kontrolišu formiranje i rast lista – Ekspresija CKX gena kod transgenih AtCKX


















Odlažu senescenciju – Senescencija je proces razgradnje proteina, lipida, RNK i 
hlorofila i predstavlja završnu fazu u životu listova. Prvi simptom senescencije predstavlja 






























 transgenih AtCKX biljaka A. thaliana nisu pokazali ubrzanu 




	$' – O ulozi citokinina tokom reproduktivnog razvoja 

	#  transgene AtCKX biljke A. thaliana koji formiraju manji broj cvetova
(Werner i sar, 2003b). Kod ovih biljaka 0











mogli bi se objasniti ekspresijom CKX gena koja se dešava tek u kasnijim stadijumima 
embriogeneze (Custers i sar, 1999).
 Citokinini u korenu
Inhibiraju funkciju apikalnog meristema korena – Za razliku od izdanka, 







, tj. stimuliše izduživanje 
glavno 
 









korena transgenih AtCKX biljaka A. thaliana (Werner i sar, 
2003b). Rezultati dobijeni na prethodno pomenutim transformantima saglasni su sa 






















Inhibiraju grananje korena – Poznato je da višak auksina u odnosu na citokinine 
"
 rastenje korena. Brojna istraživanja su pokazala da grananje korena zavisi od 
polarnog transporta auksina (Ruegger i sar, 1997; Reed i sar, 1998; Casimiro i sar, 2001).








	#(Casimiro i sar, 2001).









a0# # transgene 
AtCKX biljke A. thaliana 
####
izdužuju (Werner i 
sar., 2003b). >











 – Jedini proces koji citokinini 

	
   # 
 
	 





receptora A. thaliana "#	korenu. U prvoj fazi diferencijacije nastaje 




floema (Mähönen i sar, 2000).
1.4.3.1. Interakcija citokinina i auksina










































































	 dobijanje transgenih biljaka koje hiperprodukuju citokinine i auksine (Klee i 
Estelle, 1991; Klee, 1994; Davies, 1995). ($  











	#"endogenog nivoa jednog biljnog 
hormona 






nivo citokinina, tj. porast nivoa 


na sniženje nivoa citokinina i obrnuto. Tako je kod iaaM i iaaH mutanata duvana pokazano 
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da porast nivoa 
%










   
, i to tako što stimulišu CKX 
aktivnost (Palni i sar, 1988; Zhang i sar, 1995) ili # de novo sintezu 
























auksina (Tanaka i sar, 2006).
(0
























"#nivoa auksina i obrnuto. Tako npr. kod ipt




 # "# 	


slobodne IAA (Binns i sar, 1987). Egzogena primena citokinina 
" nivoa IAA 
u korenu kukuruza i graška (Bourquin i Pilet, 1990; Bertell i Eliasson, 1992). *0 je 
pokazano da kod A. thaliana " 









+Werner i sar, 2001; Jones i 
sar, 2010). 





nivo auksina. Pokazano je da kod ipt mutanata duvana i A. 




  ## 	

 IAA (Eklöf i sar, 1997; 









mutanata A. thaliana (Liu i sar, 2010).
   $  	#


















auksina brza i direktna, dok je regulacija ko	

 IAA posredstvom citokinina spora i 
indirektna (Nordström i sar, 2004).
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 i služe kao gradivne supstance za dalju biosintezu molekula. U primarne 
metabolite spadaju aminokiseline, nukleotidi, vitamini, svi intermedijeri koji nastaju u 
procesu glikolize itd. Prema Luckner (1977) sekundarni metaboliti nastaju kao proizvod 
biosinteze, transformacije i degradacije endogeno proizvedenih komponenata. Primarni 
metabolizam je definisan kao univerzalan, konzervativan i neophodan za normalno 
funkcionisanje biljnog organizma, dok je sekundarni metabolizam jedinstven, prilagodljiv i 
nebitan za rastenje 
 
	






















 #  
  # 
  	# 	  
 životnim 





što su antibiotici, steroidi, alkaloidi i niz drugih jedinjenja koja imaju veoma važnu ulogu u 


























Biljke proizvode ogroman broj sekundarnih metabolita. Do danas je otkriveno više 




#      0 

 # 
% +Hadacek, 2002). Produkti 





















 	# 	 #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Biljne vrste familije Gentianaceae karakteriše prisustvo tri vrste sekundarnih 


























su izolovana iz odbrambenog  #
 	 	
jski mravi vrste Iridomyrmex 
detectus (Cavill i sar, 1956; Cavill i Ford, 1960).












familija Gentianaceae. Do danas je identifikovano 














piranski prsten (Slika 8).
Slika 8. Osnovna struktura iridoida (ciklopenta-(c)-piranski prsten).
Iridoidi se u prirodi javljaju kao glukozidi ili estri (Junior, 1990). Na osnovu 
hemijskih osobina i biosinteze, oni se dele na šest grupa:
1. Iridoidi – 











poluacetalnoj formi. Na osnovu broja C-atoma u osnovnom skeletu iridoidi se dele 
na C8 iridoide (predstavnik je unedozid), C9 iridoide (aukubin i katalpol) i C10 
iridoide (loganin i asperulizid).












  #	##  


familije: Gentianaceae, Apocinaceae, Rubiaceae i Oleaceae. Sverozid, 
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sverciamarin i genciopikrin (Slika 9/ 
"

 su sekoiridoidi koje karakteriše 
"
 Q-laktonske strukture. Rasprostranjeni su u vrstama roda Gentiana i
Centaurium.
3. Dimerni iridoidi – kod ovih jedinjenja dva iridoidna molekula povezana su 
estarskom vezom. Predstavnik ove grupe iridoida je argiliozid izolovan iz vrste 
Argylia radiata.
4. Bisglikozidni iridoidi i sekoiridoidi – ova jedinjenja sastoje se od sekoiridoidne 
jedinice i iridoidnog laktona sa C9 skeletom koji su povezani estarskom vezom.











6. Iridoidi konjugovani sa monoterpenima – prvo jedinjenje ovog tipa, amarelozid, 
izolovano je iz vrste Tecoma dirysantha (Bignoniaceae). Sastoji se iz 6-epiaukubina 
koji je estarski povezan sa monoterpenom geraniol-tipa.
1.5.1.1. Biosinteza iridoida






molekuli terpena i steroida vode poreklo od acetata odnosno acetil-koenzima A (acetil-
CoA) i nastaju u tzv. putu mevalonata. Kondenzacijom tri molekula acetil-CoA, a zatim i 
redukcijom tako nastalog jedinjenja, 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA),
"NADPH u prisustvu HMG-CoA reduktaze #	
	
!0
je da je biološki aktivna samo R-mevalonska kiselina. Fosforilacijom ove kiseline nastaje 
izopentenil-pirofosfat. Ovo jedinjenje ima pet C-atoma i osnovna je jedinica u biosintezi 
terpena i steroida. Enzimskom izomerizacijom izopentenil-pirofosfata nastaje prenil-
difosfat. Polimerizacijom prenil-difosfata i izopentenil-pirofosfata nastaje glavni prekursor 




geranil-pirofosfata u položaju 10 nastaje 10-hidroksi-geraniol. Od ovog trenutka biosinteza 
ide u dva pravca: jedan vodi ka ciklizaciji u iridoidal koji kasnije daje niz iridoidalnih 
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glikozida, dok drugi vodi ka izomerizaciji 10-hidroksi-geraniola u 10-hidroksi-nerol. Od 
10-hidroksi-nerola i 10-hidroksi-geraniola nastaje molekul loganina (Coscia i Guarnaccia, 
1968). Kod biljnih vrsta familije Gentianaceae 
o je važan dalji biosintetski put koji 






formira se intermedijer iz kojeg nastaje sekologanin koji se dalje transformiše do sverozida, 
sverciamarina i na kraju do genciopikrina #
# roda Centaurium











Do i sar, 1987
Rulko i Witkiewicz, 1972
Sakina i Aota, 1976
Tagaki i sar, 1982
Van der Sluis i sar, 1983
Van der Sluis i Labadie, 1981
6’ – m – hidroksibenzologanin
dihidrokomin
Sekoiridoidi:
1. Glikozidi sekologaninske kiseline:
Sekologanin 
Centaurozid











Slika 9. Šema biosinteze sekoiridoida kod vrsta koje pripadaju familiji Gentianaceae
(modifikovano prema Jensen i Schripsema, 2002).
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1.5.1.2. Biološka svojstva iridoida 

























 0 	# antikancerogeno (alamandin), antimikrobno (aglikon aukubigenin),
antifungalno i sedativno (Bhattacharya i sar, 1976; Liang i sar, 1982; Yamamura i sar,
1991;  Zhou, 1991; Kondo i sar, 1994, Kumarasamy i sar, 2003a, 2003b). Mnogi iridoidni 
glukozidi deluju kao diuretici (Haloui i sar, 2000).
1.5.2. Ksantoni









žuto. Ksantoni su grupa
prirodnih jedinjenja koja pripadaju klasi biljnih polifenola i karakterišu se dibezo-S-
pironskom strukturom (Mandal, 1992, Slika 10). 
Slika 10. Osnovna struktura ksantona








koji su široko rasprostranjeni u biljnom svetu, ksantoni su prisutni u relativno malom broju 
familija. Svi do sada poznati ksantoni sintetišu se u vrstama samo osam familija: 
Gentianaceae, Guttiferae, Polygalaceae, Leguminosae, Lythraceae, Moraceae,
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Loganiaceae i Rhamnaceae (Hostettman i Hostettman, 1989). Familije #
#








Na osnovu hemijske strukture ksantoni su podeljeni u pet grupa (Peres i sar., 2000):
1. Prosti ksantoni (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, heksa-supstituisani)










Vrste roda Centaurium sadrže tetra-, penta- i heksasupstituisane ksantone u
slobodnom obliku (aglikoni) ili u obliku O-glukozida. Svi navedeni supstituisani ksantoni 





Ksantoni, pored svoje farmakološke vrednosti, imaju važnu ulogu i u 
hemotaksonomiji gde se koriste kao sistematski markeri (Hostettman i Hostettman, 1989). 
Tabela 6. Ksantoni koji se sintetišu kod vrste C. erythraea (modifikovano prema Jensen i 





TRI-, TETRA-, PENTA- I HEKSA-SUPSTITUISANI KSANTONI
1,3,5,6            1,3,5,6,7 1,3,5,6,7,8
1,3,5 – trihidroksiksanton
1,3,5,8            1,3,5,6,8
1,3,7 – trihidroksiksanton            1,3,7,8










@1. šikimatnim putem tj. acetatnim 
%







transformacijom monomernih fenolnih jedinjenja u visokomolekulska jedinjenja fenolnog 

















! U reakciji 









































ih pojavljivanja oksidativnih derivata 
ksantona.
0 #    	
 	
# vrste Hypericum androsaemum  "

molekuli u biosintezi ksantona javljaju benzoeva kiselina i 3-hidroksibenzoeva kiselina. 
Oba molekula su supstrati za enzim 3-hidroksibenzoat CoA ligazu (Abd el Mawla i sar, 
2001). (0
  vrste C. erythraea, jedini prekursor u biosintezi ksantona je 3-
hidroksibenzoeva kiselina. Pošto benzoeva kiselina i fenilalanin nisu inkorporirani u 
ksantonski skelet, pretpostavlja se da se 3-hidroksibenzoeva kiselina formira direktno iz 
šikimatnog puta (Schmidt i Beerhues, 1997)! > # 
# 
 "0 "#
retrobiosinteze u kulturi korenova vrste Swertia chirata (Wang i sar, 2003). Enzim 3-
hidroksibenzoat CoA ligaza prevodi 3-hidroksibenzoevu kiselinu u 3-hidroksibenzoil-CoA, 
koji se potom  kondenzuje sa tri molekula malonil-CoA i nastaje 2,3',4,6-tetrahidroksi 
benzofenon (Peters i sar, 1997). Reakciju katalizuje enzim benzofenon sintaza (Slika 11).
Tetrahidroksi-benzofenon se zatim kupluje u orto položaju u odnosu na 3'-OH grupu. 










neophodno prisustvo NADPH i O2, što ukazuje na povezanost sa citohromom P450. Zato se 
pretpostavlja da je ksanton sintaza u stvari citohrom P450 oksidaza. Nastali ksanton je 
supstrat za ksanton 6-hidroksilazu koja ga prevodi u 1,3,5,6-tetrahidroksi ksanton koji dalje 
podleže reakcijama hidroksilacije i/ili metilacije.
Slika 11. Šema biosinteze ksantona 

 (modifikovano prema Peters i sar, 1998).
1.5.2.2. Biološka svojstva ksantona













a farmakološka dejstva i 












%tona na centralni nervni sistem i na rast 
	
# tumora. 
Monoaminooksidaza (MAO) je enzim koji katalizuje oksidativnu dezaminaciju 
neurotransmitera (serotonina, noradrenalina i dopamina) i time ova jedinjenja proizvode 
amonijak i samim tim gube svoju biološku aktivnost. MAO je flavoprotein koji kao 
koenzim sadrži flavin-adenin-dinuleotid (FAD). Ksantonska jedinjenja deluju inhibitorno 
 (> 
 











Ispitivano je nekoliko vrsta ksantona iz familije Gentianaceae i Guttiferae i pokazano je da 
postoji razlika u izoenzimskoj selektivnosti (Schaufelberger i Hostettmann, 1988). 
(0















  #   
# 	
#
% "enti što rezultuje raznim 
zapaljenjima, pojavom tumora itd. 





linija i proliferaciju T limfocita (Pedro i sar, 2002). Ksantoni imaju antifungalnu i 
antibakterijsku aktivnost. Iz vrste Garcinia nigrolineata izolovan je ksanton koji deluje 











 # " #






ksantoni izolovani iz biljne vrste Maclura tinctoria (Groweiss i sar, 2000). 
Ksantoni su dobri antimalarijski agensi, imaju antihipertenzitivnu aktivnost i 
kardioprotektivno i antimutageno dejstvo. Iz izdanka vrste C. erythraea izolovana su dva 
ksantonska derivata, eustomin i demetileustomin. Ova dva jedinjenja imaju izražene 
antimutagene osobine na bakteriju Salmonella typhimurium (Schimmer i Mauthner, 1996).




































   0
#
mehanizama njihovog farmakološkog dejstva na biohemijskom nivou.
1.5.3. Sekundarni metaboliti 
in vitro











pokazalo kao uspešno ili ekonomski isplativo. Iz tog razloga bilo je neophodno 
pronalaženje alternativnih metoda za proizvodnju korisnih jedinjenja biljnog porekla. Jedna 
 





! Ova  0# %
 

kontinuirani izvor biljnog materijala, koji je nezavisan od klimatskih uslova i mnogih 

 	
! Prema Staba (1980) šezdesetih godina XX veka prvi put je 
"
	 "  





matabolite in vitro. U godinama koje slede intenzivno s "  %	#

%
podloga i selekcija visoko produktivnih linija i dostignut je vrlo visok stepen produkcije. 
*
%godina XX veka znalo za najmanje trideset komponenti koje se u 













##in vitro uslovima zadržava sposobnost biosinteze sekundarnih 
metabolita. Glavni produkti sekundarnog metaboliz

gorki glukozidi (sverozid, 
sverciamarin i genciopikrin) i ksantoni (eustomin i demetileustomin). Svi navedeni 
sekundarni metaboliti izolovani su iz izdanaka i korenova biljaka iz prirode i kulture. 
Pokazano je da je u izdancima i korenovima biljaka sa prirodnih staništa sverciamarin 
dominantna komponenta, dok je u uslovima in vitro u oba biljna organa genciopikrin 
dominantan sekoiridoid, a sverciamarin je detektovan samo u tragovima (Van der Sluis, 
1985a, 1985b; 7

, 1997; Piatczak i sar, 2005). Z#
iljke iz prirode i 
Uvod
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u izdancima i 
korenovima gajenim in vitro u odnosu na biljke iz prirode (7

, 2000).






%	#, mineralnih elemenata i ugljenih 






. (2000) koji su pokazali #	















































 ! +,DD,/ su 
	
 da korenovi 

 transformisani
















2. C I LJ R A D A
Osnovni cilj ovog rada bio je da se ispita m0#AtCKX1 i AtCKX2
gena u genom Centaurium erythraea Rafn. 

  " "
 " 
	 dobijanje
biljaka sa sniženim nivoom endogenih citokinina. Transgene biljke bi se koristile kao dobar 

















Realizacija ovog cilja izvršena je kroz nekoliko zadataka:
1. Uspostavljanje kulture korenova 

 in vitro i razvijanje efikasnog sistema za
regeneraciju i umnožavanje izdanaka ove biljne vrste.
2. G
a transformacija  

 "  # A. tumefaciens
(GV3101) koji nose AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen u cilju dobijanja transgenih
biljaka sa sniženim nivoom endogenih citokinina kao i dokazivanje uspešnosti 
transformacije.
3. Ispitivanje ekspresije AtCKX1 i AtCKX2 gena kao i aktivnosti enzima citokinin 




































 in vitro u cilju morfološke karakterizacije dobijenih 
biljaka.





metabolita (sekoiridoida i ksantona) u transgenim i kontrolnim biljkama 

 in 
vitro u cilju ispitivanja uticaja izmenjenog nivoa endogenih citokinina na 





3. M A T E R I J A L I M E T O D E
3.1. Biljni materijal
Za uspostavljanje in vitro kultura kao polazni materijal 
 su komercijalna 
semena Centaurium erythraea Rafn. (Jelitto Staudensamen GmbH, Schwarmstedt, 
Germany). Svi eksperimenti in vitro 0
   
	# 
#	 "	 
navedenih komercijalnih semena. Analiza sekundarnih metabolita iz kontrolnih izdanaka i 
korenova 
"
0#kod biljaka C. erythraea koje su sakupljene u fazi cvetanja, 
u toku leta 2009. godine na lokalitetu Ralja.
3.2. Sastav hranljive podloge
Za gajenje biljaka in vitro    






Skoog-u (1962) upola razblaženog sastava (Tabela 7). Osim makro- i mikro-elemenata 
(Tabela 7-8) hranljiva podloga sadržala je saharozu kao izvor ugljenika u koncentraciji 30
gL-1, mio-inositol (Sigma) 100 mgL-1, agar (Torlak, Beograd) 7 gL-1. pH vrednost hranljive 
podloge je pre autoklaviranja podeša"1N NaOH i/ili HCl na 5,8.
Materijal i metode
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$0u hranljivoj MS podlozi upola 
razblaženog sastava (Murashige i Skoog, 1962).
Makro mineralne soli MS mgL-1
NH4NO3 825
KNO3 950
CaCl2 x 2 H2O 220
MgSO4 x 7 H2O 185
KH2PO4 85
Mikro mineralne soli MS mgL-1
MnSO4 x 4H2O 11,15
ZnSO4 x 7H2O 4,3
H3BO3 3,1
KJ  0,415
NaMoO4 x 2H2O 0,125
CuSO4 x 5H2O 0,125
CoCl2 x 6H2O 0,0125
,
%'+	 mgL-1
NaEDTA x 2H2O 18,6
FeSO4 x 7H2O 13,9
Tabela 8. Sastav vitamina u hranljivoj MS podlozi bio je stalan (Murashige i Skoog, 1962).
Vitaminski kompleks mgL-1
vitamin B1                                                     0,1
vitamin B6 0,5
nikotinska kiselina                                         0,5
glicin 2,0
3.3. Spontana regeneracija biljaka C. erythraea Rafn.
Kao po

#	  "	## in vitro kultura 
   C. 
erythraea Rafn. koja su površinski sterilisana prema protokolu opisanom u Poglavlju 3.4.1.
Dobijeni klijanci, dužine 15-20 mm, prenošeni su  (  %	#
 "	 bez 
regulatora rastenja, na kojoj su dalje gajeni. Za uspostavljanje kultura korenova, sa 
Materijal i metode
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klijanaca su izolovani segmenti adventivnih korenova, dužine ~10 mm, koji su prenošeni na









  ( %	jivoj 






 0  "	#  # (


























3.4.1. Površinska sterilizacija biljnog materijala











tokom 20 minuta, rastvorom komercijalnog preparata natrijum hipohlorita, sa 4% aktivnog 
hlora (NaOCl). Posle potapanja u rastvor natrijum hipohlorita, semena su ispirana 3 puta po 
5 minuta sterilnom dejonizovanom vodom, a zatim su postavljana na hranljivu podlogu za 
isklijavanje (MS podloga).
3.5. Uslovi gajenja kultura
In vitro kulture gajene su u klimatizovanoj prostoriji za gajenje, pri temperaturi 
vazduha 25 ± 2 ºC, svetlosnom režimu dugog dana (16 h svetlosti i 8 h mraka) i pri 






lampe bele svetlosti Tesla ) #
EFT. Gustina svetlosnog fluksa iznosila je 47
U	-1m-2.











   
#
soja A. tumefaciens GV3101 koji nose pBinHTX plazmid sa dva 	

 gena koja su 
Werner i sar, 2001. godine izolovali iz Arabidopsis thaliana, AtCKX1 (GenBank™, 














ljubaznosti dr T. Schmülling i dr T. Werner (Freie Universität Berlin, Germany).
Oba binarna plazmida sadrže dve ekspresione kasete, AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen 
koji su pod kontrolom 35S promotora i higromicin fosfotransferazu II (HPT II) koja je pod 




(CaMV 35S promotor – Caulliflower mosaic virus) i dobio je ime po tome što koeficijent 
sedimentacije transkripta koji ovaj promotor reguliše iznosi 35 Svedbergovih jedinica (Gatz 


























AtCKX geni i 








3.6.2. Hranljive podloge za rast bakterija i antibiotici
Sojevi A. tumefaciens korieni u eksperimentima gajeni su na standardnoj LB 
(Luria Bertani Broth) hranljivoj podlozi za gajenje bakterija 
#
	komponente
prikazane u Tabeli 9.
Tabela 9. Sastav LB hranljive podloge (Bertani, 1951).
Komponenta gL-1














D22 U (Millipore, USA), pre razlivanja u sterilne sudove.
Tabela 10. Antibiotici koji su dodavani u LB hranljivu podlogu.
Antibiotik mgL-1
Kanamicin (Kanamycin monosulfate, ICN Biomedicals Inc.) 50
Rifampicin (Rifampicin, Sigma) 50
Gentamicin (Gentamicin, Sigma) 25
Bakterijske kulture gajene su 48 h na ,F 	  hranljive podloge u Petri 
kutijama u termostatu na temperaturi od 28 ºC do pojave kolonija, a potom su do momenta 
kor
# na +4 ºC i #prenošene na svežu podlogu.

#	uvane su i u glicerolu na -70 °C. Glicerolska kultura bakterija 




Za inokulaciju biljnog materijala sa A. tumefaciens 
ene su bakterijske 
suspenzije koje su dobijene zasejavanjem jedne bakterijske kolonij   %	#

podloge u 5 ml tenog LB-a. Posle inkubacije na 28 °C u termostatu u trajanju od 24h
dobija se bakterijska suspenzija standardne gustine 5x108 bakterija / ml.
Za uklanjanje kultura bakterija A. tumefaciens nakon inokulacije biljnog materijala








# antibiotika #   koristiti pri selekciji 

 
#	 0 je test osetljivosti biljaka prema higromicinu. U MS 
hranljivu podlogu na kojoj su gajeni segmenti netransformisanih korenova, dodat je
higromicin u koncentracijama 2,5, 5, 10, 15, 25 i 50 mgL-1. Kao kontrola # 

podloga u koju je dodata samo sterilna dejonizovana voda. Eksperiment je ponovljen tri 
puta sa po 30 eks"	 
 	






prostoriji za rast biljaka. Na osnovu dobijenih rezultata napravljena je kriva osetljivosti 
prema higromicinu 
0je "	













 C. erythraea Rafn. 
	

 ~10 mm gajeni 15 dana na MS hranljivoj podlozi. Eksplantati su pripremani tako 
što su sterilnim skalpelom zasecani krajevi korenova. Ovako pripremljeni eksplantati zatim 












    R %	#
 "	 bez bakterija. Posle 10 minuta inkubacije 
eksplantati su prosušeni na filter papiru i 
   ( %	#
 "	! )	
kokultivacionog perioda od 3 dana, eksplantati inokulisani sa A. tumefaciens su isprani u 
Materijal i metode
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vodenom rastvoru cefotaksima (1gL-1), osušeni na filter papiru i prenošeni na MS hranljivu 














Eksplantati su svake 3-4 nedelje prenošeni na svežu podlogu koja je sadržala istu 
koncentraciju selektivnog i dekontaminacionog antibiotika, do regeneracije izdanaka.








na MS hranljivu podlogu koja je sadržala oba antibiotika. Ovako izolovani izdanci tretirani 
su kao zasebne linije i dalje su ožiljavani na hranljivoj podlozi istog sastava. Potencijano 
transformisane linije umnožavane su kulturom korenova. Posle 

 subkulture antibiotici 
su izostavljeni. 
Kontrolni eksplantati su prenošeni na hranljivu podlogu istog sastava kao i na 
hranljivu podlogu bez antibiotika. 
Svi eksperimenti vršeni su pod istim, standardnim, uslovima temperature i 
svetlosnog fluksa.




#	"0 je u dva koraka. Prvi je potvrda 
0
ja stranog gena u genom biljke što je, kao što je to 

#dokazano
PCR reakcijom. Drugi korak je potvrda ekspresije stranog gena, što je dokazano
kvantitativnom RT-PCR reakcijom.
3.6.4.1. Izolacija genomske DNK
Izolacija genomske DNK iz transformisanog i netransformisanog biljnog materijala 





tubice zapremine 1,5 ml koje su ohla0ene na ledu. Dodato je u svaki uzorak po 600 Ul
Materijal i metode
56
ekstrakcionog pufera (2% CTAB, 20 mM NaEDTA, 100 mM TRIS-HCl pH 8, 1.4 M 




su inkubirane u vodenom kupatilu na 56 ºC 20 min!2%	0# na sobnoj temperaturi 
10 min u svaku ependorf tubicu dodato je po 600 Ul smeše hloroform:izoamilalkohol (24:1) 
i tubice su okretane 40 puta. Nakon centrifugiranja na 20 000 rpm na sobnoj temperaturi 10 
min supernatant koji se odvajao u vidu gornje, bezbojne faze, prebacivan je u nove 
ependorf tubice. Postupak je ponovljan još jednom. Supernatant je p"
ependorf tubice, pa je dodato po 250 Ul 4M NaCl, ependorf tubice okretane 30 puta, dodato
po 750 Ul hladnog izopropanola i ependorf tubice ostavljane u frižider (na +4 ºC) 30 min.
Nakon 30 min sadržaj je centrifugiran na 8000 rpm na sobnoj temperaturi 5 min.
Supernatant je odstranjen, a talog opran dodavanjem 1ml hladnog 70% etanola i blagim
okretanjem ependorf tubice. Sadržaj je ponovo centrifugiran pod istim uslovima. 
Supernatant je odliven, a talog sušen u laminaru dok nije postao sasvim proziran. 
Resuspendovan je dodavanjem 200 Ul TE pufera  (koji je sadržao 20 Ul  0,5 M EDTA, 100 
Ul 1 M TRIS i 9,88 ml H20 na 10 ml TE pufera). Ependorf tubice su ostavljene u frižideru
(+4 ºC) tokom no i radi rastvaranja taloga. Sutradan je u svaku tubicu dodato po 2 Ul (10 
mg/ml) RNK-#"
birano u vodenom kupatilu na 37 ºC 45 min.
Dodato je po 140 Ul smeše hloroform:izoamil alkohola (24:1) u svaku ependorf tubicu, pa 
centrifugirano na 13 000 rpm na sobnoj temperaturi 10 min. Uzimano je po 100 Ul gornje 
faze i prenošeno u nove ependorf tubice.
Kvalitet izolovane DNK analiziran je elektoforezom u agaroznom gelu, a kvantitet
#0na spektrofotometru (Agilent 8453) i 
#"	
@




Reakcija 	 $# 2' +Polymerase Chain Reaction, PCR)
 

umnožavanje željene sekvence u velikom broju kopija. Reakcija se 
uob
# #
  ID-40 ciklusa, od kojih svaki ima tri osnovna koraka: denaturacija 
DNK, sparivanje (annealing) prajmera sa komplementarnim nizovima matri 2' i





prisustva transgena u biljnom tkivu.
8 2' 
ena u PCR analizi izolovana je iz 4 nedelje starih 
netransformisanih i transformisanih 	

 in vitro. Svaka PCR reakcija se odvijala
u reakcionoj smeši zapremine 25 Ul (Tabela 11).
Tabela 11. Sastav reakcione smeše PCR reakcije.
Komponenta 2l
10 x PCR pufer (100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 
500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 0.01% želatin)
2,50
dNTP (10mM) 1,50
Prajmer F (5µM) 1,25
Prajmer R (5µM) 1,25
Taq DNK polimeraza (5 U/µl) 0,50
H2O 15,50
DNK (100 ng/µl) 2,50
25,00
Za amplifikaciju fragmenata AtCKX1 odnosno AtCKX2 gena u PCR reakcijama 










AtCKX1 AC002510 F: 5’-CTC AGA ACA GGT TAC GAC TTC TCC-3’ 300 bp
R: 5’-CCC CAA ATC AAC AAC GTC TAC C-3’
AtCKX2 AC005917 F: 5’-CTC TAC CGA TCC TTC CAT CAT CTC-3’ 374 bp








#	;F ºC, 5 min
2. 38 ciklusa:
a) Denaturacija na 95 ºC, 1 min
b)  Vezivanje prajmera na 55 ºC, 1 min (AtCKX1 gen) odnosno na 60 ºC, 1min
(AtCKX2 gen)
c)  Ekstenzija na 72 ºC, 2 min
3. Finalna ekstenzija na 72 ºC, 10 min




0 "GeneAmp® Gold 
PCR Reagent Kit (Applied Biosystems) i odvijale su se u PCR mašini (Techne Genius






 su kao negativna kontrola dok su




 	 BamHI 
(Fermentas, Lithuania), 
i kao pozitivna kontrola.
Elektroforeza i vizuelizacija DNK:
Elektroforeza DNK je vršena u 1,5% agaroznim gelovima (60 ml), uz dodatak 3 Ul
etidijum-bromida (10 mg/ml), u 1 x TBE puferu sa 0,5 Ug/ml etidijum-bromida, pri 
konstantnom naponu od 45 V (za genomsku DNK) i 74 V (za PCR produkte).
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Elektroforeza DNK se odvijala u aparatu za horizontalnu elektroforezu BlueMarine 100, 
Serva electrophoresis GmbH, UK). Posle završene elektroforeze gelovi su prosvetljivani na 
talasnoj dužini od 266 nm i fotografisani u transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer, 
Exton, PA).
3.6.4.3. Izolacija RNK
Ukupna RNK iz 4 nedelje starog transformisanog i netransformisanog biljnog 
materijala in vitro izolovana je po metodi 8
 
 adnika (2004). Ekstrakcija je vršena 
tako što je oko 0,2 g biljnog materijala samleveno     ! Prah je 
prebacivan u sterilne ependorf tubice zapremine 2 ml koje su postavljane na led. Za svaki
uzorak avan je ispiran sa po 1,3 ml ekstrakcionog pufera (2% CTAB, 2% PVP, 25 mM 
EDTA, 100 mM TRIS-HCl (pH8,0), 2M NaCl, 0,5 gl-1 spermidina, sa 2% L-
merkaptoetanola dodatog neposredno pre upotrebe) prethodno zagrejanog na 60 °C, koji je 

"ependorf tubice koje su naredna 2 min . Ependorf 
tubice su zatim inkubirane u vodenom kupatilu na 60 ºC 15 min, uz povre#
na vorteksu. U svaku epruvetu dodato je po  650 Ul smeše hloroform:izoamilalkohol (24:1) 

    , 
. Nakon centrifugiranja na 10 000 x g na +4 °C 10 min,
supernatant koji se odvajao u vidu gornje, bezbojne faze i prebacivan je u nove ependorf 
tubice. Postupak sa dodavanjem hloroform:izoamilalkohola i centrifugiranjem  od 10 min
ponovljen je još jednom.
Supernatant u zapremini od 500 Ul odvajan je u nove ependorf tubice zapremine 2 





+na +4 ºC) preko no
!
Nakon precipitacije sadržaj ependorf tubica je centrifugiran na 12 000 x g na +4 ºC 
45 min. Supernatant je odstranjen, a talog pran dodavanjem 300 Ul hladnog 70% etanola, pa 
zatim sušen na vazduhu u laminaru 5 min.
Talog RNK je rastvaran dodavanjem 80 Ul DEPC vode, potom je dodato 8 Ul 3M 
Na-acetata (pH 5,5) i 220 Ul 70% etanola i ostavljen je 90 min na -80 ºC. Sadržaj je ponovo
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60
centrifugiran na 12 000 x g,  45 min na +4 ºC. Supernatant je odlivan, a talog sušen u 
laminarnoj komori 10 min. Talog je resuspendovan dodavanjem 200 Ul DEPC vode i 
	#
na -80 ºC.
Kvalitet izolovane RNK verifikovan je elektoforezom u agaroznom gelu, a 0










[ukupna RNK] = 40 µg/ml x A260 x razblaženje
3.6.4.4. Reakcija reverzne transkripcije i optimizacija PCR protokola sa 
prajmerima za qPCR
U reakciji reverzne transkripcije (RT) 1 µg totalne RNK prvo je tretiran DNK-
azom. Ovaj tretman je vršen u reakcionoj smeši zapremine 10 U	 (Tabela 13).
Tabela 13. Sastav reakcione smeše za tretman DNK-azom.
Komponenta 2
10 x pufer za DNK-azu (Fermentas) 1,00
DNK-aza 1,00
RNK-aze inhibitor (Fermentas, 40U/ U	/ 0,25
H2O 7,75
10,00
Tretman DNK-azom odvijao se 30 min na 37 ºC, a potom je DNK-aza stopirana 
dodavanjem 1 U	 V* +M, Lithuania) u svaku ependorf tubicu. Inaktivacija
DNK-aze je trajala 10 min na 65 ºC.
RT reakcija se odvijala u zapremini od 20 µl i sadržala je komponente prikazane u 
Tabeli 14.  *
#0 pGeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kita
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(Applied Biosystems) i odvijale su se u PCR mašini (Techne Genius Thermocycler,
Cambridge, UK).
Tabela 14. Sastav reakcione smeše RT reakcije.
Komponenta µl
5 x PCR pufer 4,0
25 mM MgCl2 2,0
10 mM dNTP 2,0
100 mM DTT 2,0
FDU(oligo-dT 0,5
20 U/µl RNAse inhibitor 0,5
MultiScribe® reverzna transkriptaza 0,3
H2O 4,7
mRNK (0.1 µg/µl) 4,0
20,0
Uslovi RT reakcije:
RT reakcija se odvijala u dva koraka za oba gena:
1. 25 ºC, 15 min
2. 42 ºC, 18 min.

# #	 2' +2'/ zatim je umnožena PCR reakcijom. PCR 














# )1  "	  "#
  W)1  	#
	 je raspon 













(dimetil sulfoksid, 5%), glicerola (5%), etilen glikola (1 M), trehaloze (0.2 M), 0
serum albumina (BSA, 0,2 µg/µl) i Tween-20 (0,5%). Dobijeni rezultati "0










zapremine 25 µl (Tabela 15). 
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Tabela 15. Sastav reakcione smeše PCR reakcije.
Komponenta µl
10 x PCR pufer (NH4)2SO4 2,50
25 mM MgCl2 2,00
10 mM dNTP 0,50
15 µM Prajmer F 0,50
15 µM Prajmer R 0,50







40 ng/µl  cDNK 2,50
25,00







#	;F ºC, 10 min
2.    40 ciklusa:





m temperaturama u rasponu od 49,1-58,3
ºC, 30 s
c)  Ekstenzija na 72 ºC, 30 s
3.     Finalna ekstenzija na 72 ºC, 10 min
Sve PCR reakcije 0"Fermentas Taq DNA Polymerase (recombinant, 
EP0401) Kita (Fermentas, Lithuania) i odvijale su se u PCR mašini (Techne Genius










endonukleazom BamHI (Fermentas, Lithuania).  
Uslovi elektroforeze i vizuelizacije 


i za genomsku DNK.
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3.6.4.5. Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR)
Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR) se odvijao u dva koraka. RT reakcija je izvršena 
kao što je prethodno opisano. Tako dobijena cDNK 
 je u qPCR reakciji koja se 
odvijala u smeši zapremine 25 µl (Tabela 16).
Tabela 16. Sastav "#
qPCR reakcije.
Komponenta µl
SYBR Green I Master Mix 12,50
15 µM Prajmer F 0,50
15 µM Prajmer R 0,50
H2O 7,75
DMSO 1,25






DNK polimeraze, dNTP-a, fluorescentno zelene SYBR Green i ROX boje u






#!SYBR Green boja u Master Mixu osigurava detekciju, a 









# #  0 # produkte koji su posledica kontaminacije ili samosparivanja 
prajmera, a drugi je taj što intenzitet fluorescencije na zavisi samo od broja kopija nego i od 
dužine lanca DNK tako da se za duže molekule vezuje više boje. ROX boja je pasivna 









grešaka u pipetiranju. Ova boja se ne vezuje za DNK i ima konstantnu fluorescenciju 
tokom reakcije. SYBR Green I Master Mix je polugotov proizvod u koji se pre same 












  "% 

  





pogodni za qPCR iz dva razloga. Prvi je umnožavanje produkata koji su preveliki (300 bp 
AtCKX1 gena odnosno 374 bp AtCKX2 gena) za osetljivu qPCR reakciju. Drugi razlog je 













genomske, ali ne i cDNK. Da bi qPCR reakcije bile uspešne bilo je neophodno koristiti 




"  programa Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Konstruisani prajmeri su pre upotrebe 
provereni 
 programom NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/). 












AtCKX1 NM_129714 F: 5'-CAG CAG CAA ACC TCA ACG TG-3' 127 bp
R: 5'-ATC GCT AGA GGG TCG TAG GC-3
AtCKX2 NM_127508 F: 5'-GGG AAC TTC CTC ATC CTT GGC-3' 115 bp





 "ne cDNK u svim uzorcima paralelno sa 
amplifikacijom oba AtCKX gena, amplifikovan je i referentni gen za aktin. Usled





 #   

krompira i prajmeri su dizajnirani u regionu gena koji pokazuje visok stepen homologije sa 
aktinskim genima drugih biljaka (Tabela 18).
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PoAc58 X55749 F: 5'-TGT TGG ACT CTG GTG ATG GTG-3' 141 bp











") i analizom krive 
topljenja posle qPCR reakcije.
Uslovi qPCR reakcije: 
:!)acija odvijala se na 95 ºC, 10 min
2.    40 ciklusa:
a) Denaturacija na 95 ºC, 15 s
b) Vezivanje prajmera na 56 ºC, 15 s (AtCKX1 gen) odnosno na 57 ºC, 15 s
(AtCKX2 gen)
c) Ekstenzija na 72 ºC, 30 s
3.     Finalna ekstenzija na 72 ºC, 10 min












leazom BamHI (Fermentas, Lithuania) 
u seriji razblaženja (5 ng, 1 ng, 500 pg, 100 pg i 10 pg).
Sve qPCR reakcije 0 tri biološka replikata u mašini ABI PRISM 7000 
Sequence Detection System (Applied Biosystems Co, Foster City, USA), " SYBR 






3.7. Merenje CKX aktivnosti
















  "  
0

in vitro enzimskim testom zasnovanim na konverziji [2-3H]iP u [2-3H]adenin. U





100 mM N-tris(hidroksimetil)metil-3-amino-propan-sulfonska kiselina &
(TAPS)-NaOH pufer u kojem je rastvoren 75 µM 2,6-dihloroindofenol
pH 8,5
2 µM [2-3H]iP (7,4 TBq mol-1)
Enzimski ekstrakt (ekvivalent 2,5-35 mg sveže mase biljnog materijala)
Razdvajanje supstrata od proizvoda enzimske reakcije vršeno je 
hromatografijom pod visokim pritiskom u kombinaciji sa masenom spektrometrijom 
(HPLC/MS, Finnigan, San José, CA, USA) po metodi Gaudinová i saradnici (2005). 
Koncentracija proteina u enzimskim 
 0
 # " 
 rd-a
(1976) uz upotrebu BSA +0
  	
/ kao standarda. >0
#e aktivnosti 
CKX u svakom od tri biološka uzorka "	##"

 puta.
3.8. Analiza endogenih biljnih hormona 










in vitro po metodi Dobrev i 
Kamínek (2002). Ekstrakcija je vršena tako što je oko 1 g sveže mase biljnog materijala 
samleven !)%#"u smešu metanola, mravlje kiseline i 




























#   
#9)R1N( +


















0D,5-1,0 pmol po uzorku.




















% %   
	 
"	##"tiri puta.
3.9. Morfološka karakterizacija netransformisanih i transformisanih 
'	

Segmenti netransformisanih i transformisanih korenova gajeni su na MS hranljivoj 
podlozi upola razblaženog sastava. Posle 4 nedelje gajenja u kulturi, " # #
novonastalih adventivnih pupoljaka. Formirani adventivni izdanci prenošeni su na MS 
hranljivu podlogu bez regulatora rastenja na kojoj se spontano ožiljavaju posle 3-4 nedelje. 




 $ "	 C 	#
gajenja u kulturi. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost. Svi eksperimenti su











 posle 4 nedelje gajenja u kulturi, vršena je po metodi 
Lichtenthaler (1987). Ekstrakcija je vršena tako što je oko 0,02   	

potopljeno u 2 ml 96% etanola. Epruvete sa etanolom i biljnim materijalom zagrevane su 




spektrofotometrijski (UV – visible Spektrofotometar Agilent 8453). Zabeležena je vrednost 
apsorpcije na tri talasne duzine: 470, 648 i 664 nm.
K	





ina hlorofila: C(a+b) =5,24 x A664 + 22,24 x A648
2. '	

%lorofila a: Ca = 13,36 x A664 – 5,19 x A648
3. '	

%lorofila b: Cb = 27,43 x A648 – 8,12 x A664
C!"	
























Sve ekstrakcije ponovljene su po tri puta. U svakom ekstraktu apsorbancija je 
 0 " 






























 0 # 	






C18 5 µm, 150 x 4,6 mm. Mobilna faza sastojala se od vode sa 1% v/v, H3PO4 (A) i 
acetonitrila (B). Protok 1 ml/min. Injekciona zapremina uzorka je 5 µl, a eluiranje je 

#"	#
@;--90% A, 0-5 min, 90-85% A, 5-10 min, 85% A, 10-13min, 
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85-70% A, 13-15 min, 70-10% A, 15-20 min, 10% A, 20-22 min, 10-0% A, 22-25 min.
UV apsorbanca merena je na 260 i 320 nm. 
3.10.1. Standardi i kvantifikacija









demetileustomin, izolovani su iz nadzemnog dela i korena 

na Hemijskom fakultetu 
Univerziteta u Beogradu. 2#
%#"0spektroskopskim tehnikama: UV
(ultraviolet), 1D i 2D NMR (nuklearno-magnetno-rezonantna spektroskopija) i MS.




!Sve analize ponovljene su najmanje dva puta. Dobijeni rezultati









 programa Statgraphics verzija 











a je analiza varijanse 















4. R E Z U L T A T I
4.1. Uspostavljanje kulture in vitro i spontana regeneracija biljaka
Isklijavanjem semena C. erythraea na MS hranljivoj podlozi bez dodataka 









#su na svetlosti i posle desetak dana dobijeni su razvijeni klijanci 
koji su dalje gajeni na hranljivoj podlozi istog sastava. Posle dva meseca klijanci su se 
razvili u biljke rozetaste forme.








%  " $
 ~10 mm koji su dalje gajeni na MS hranljivoj 
podlozi bez regulatora rastenja (Slika 12). 
Slika 12. Kultura korenova C. erythraea Rafn. sa regenerisanim izdancima posle dva 




#"!3"osle 7 dana rastenja 
na svetlosnom režimu dugog dana (16 h svetlost i 8 %/		"
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"	 #  " ". Koren zadebljava 
 
 "
#  " 	
dužinom bazalnog dela (Slika 13a). Adventivni pupoljci se u velikom broju formiraju duž 





""	# #  
# #  
# "
 	
   
e drugog lista odvija 





rozetaste forme (Slika 13c). Formirani pupoljci su lako odvojeni sa eksplantata i 
"#
"enošeni na MS hranljivu podlogu na kojoj su dalje gajeni (Slika 13d).
Slika 13. Indukcija organogeneze C. erythraea u kulturi korenova. a) detalj k


sa uzdužnim pukotinama u epidermisu (x 10), b) detalj korena 

  adventivnim 
pupoljcima (x 10), c) d	#
















Da bi se odredila optimalna selektivna koncentracija antibiotika na kojoj pouzdano 
može da se razlikuje transformisano tkivo od netra
0#etljivosti 
biljaka C. erythraea Rafn. prema higromicinu. Segmenti netransformisanih korenova gajeni 
su  

 	# ( %	#
# "	




higromicina i to 2,5, 5, 10, 15, 25 i 50 mgL-1. Dobijeni rezultati "0

 su sa 
kontrolnim segmentima korenova gajenim na hranljivoj podlozi koja nije sadržala 
antibiotik (Tabela 20). Dodavanje higromicina u koncentraciji od 2,5 mgL-1 u hranljivu 
podlogu nije bilo 
  eksplan "  # 
	#
 razlike u broju 






na kontrolu. &# #enje stope preživljavanja eksplantata izazvano # "	 


nedelje gajenja na hranljivoj podlozi u koju je dodato 10 mgL-1 higromicina. 3
koncentracije higromicina (15, 25 i 50 mgL-1) izazivaju veoma brzu i agresivnu nekrozu 
eksplantata. Iz svega na$  	#

  higromicin u koncentraciji od 10 













Tabela 20. Uticaj higromicina na regeneraciju izdanaka C. erythraea na segmentima 
korenova gajenih na MS hranljivoj podlozi 
*"   standardna greška; oznake istog slova u okviru jedne kolone 
















Higromicin 0 1,558 ± 0,10 b* 85
2,5 1,587 ± 0,14 b 77
5 0,827 ± 0,11 a 60
10 0,0 ± 0,0 0
15 0,0 ± 0,0 0
25 0,0 ± 0,0 0
50 0,0 ± 0,0 0
4.2.2. Inokulacija biljnog materijala














 ~10 mm, izolovani sa korenova 
prethodno regenerisanih izdanaka. Segmenti korenova zatim su gajeni 15 dana na MS 
hranljivoj podlozi. Krajevi korenova zasecani su sterilnim skalpelom i eksplantati su potom
potapani u smeše bakterijskih suspenzija 
 
  ( %	#
 "	!Po 100 
eksplantata je inokulisano u AtCKX1 odnosno AtCKX2 bakterijskoj suspenziji. Posle tri 
dana kultivacije eksplantati su preneti na selektivnu podlogu u koju je dodato 10 mgL-1
higromicina. Pored pomenutog, selektivnog antibiotika, u hranljivu podlogu je dodato i 500 
mgL-1 dekontaminacionog antibiotika cefotaksima koji je poslužio za uklanjanje kultura 
bakterija A. tumefaciens nakon inokulacije segmenata korenova. Kontrolni eksplantati 
prenošeni su na hranljivu podlogu istog sastava kao i na hranljivu podlogu bez antibiotika. 
Efikasnost inokulcije prikazana je u Tabeli 21.
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Tabela 21. Efikasnost inokulacije C. erythraea "#A. tumefaciens.
*Procenat eksplantata koji su otporni na higromicin (%) = Broj eksplantata koji su otporni 
na higromicin / Ukupan broj inokulisanih eksplantata  
** Procenat regenerisanih izdanaka koji su otporni na higromicin (%) = Broj regenerisanih 







Procenat eksplantata koji 
su otporni na higromicin
(%)*
Procenat regenerisanih
izdanaka na eksplantatima koji 
su otporni na higromicin (%)**
AtCKX1 100 72 97,2
AtCKX2 100 65 92,3
4.2.3. Uspostavljanje kultura transformisanih korenova i spontana 
          regeneracija transformanata
Eksplantati su svake 3-4 nedelje prenošeni na svežu podlogu koja je sadržala istu 
koncentraciju selektivnog i dekontaminacionog antibiotika, do regeneracije izdanaka (Slika 
14 a i c). Prvi AtCKX1 i AtCKX2 izdanci koji su otporni na higromicin, regenerisani su 
posle 8 nedelja na inokulisanim korenovima (Slika 14 b i d). 
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Slika 14. Kulture inokulisanih korenova posle 4 nedelje gajenja na MS hranljivoj podlozi u 




% "A. tumefaciens koji nosi AtCKX1 gen (a) i AtCKX2 gen (c). Prvi 
AtCKX1(b) i AtCKX2 (d) izdanci koji su otporni na higromicin regenerisani posle 8 nedelja 
na inokulisanim korenovima (x 6,5).
Potencijalno transformisani AtCKX1 i AtCKX2 izdanci koji su otporni na higromicin
dalje su gajeni na hranljivoj podlozi istog sastava (Slika 15 a i c). Regenerisani izdanci su 
se, iako dosta sitniji od kontrolnih, razvijali normalno i spontano ožiljavali isto kao i 
kontrolni izdanci u kulturama netransformisanih korenova (Slika 15 b, d, f).
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Slika 15. Regeneracija potencijalno transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 izdanaka koji su 
otporni na higromicin in vitro. Kultura korenova sa regenerisanim AtCKX1 (a), AtCKX2 (c)
i kontrolnim netransformisanim izdancima (b). Izgled potencijalnih AtCKX1 (d, bâr 10 mm)
i AtCKX2 (f, bar 10 mm) transformanata u por0#  	
 






 potencijalno transformisani izdanci su izolovani sa eksplantata i 





  #  "#
 linija. Posle 

 subkulture 
antibiotici su izostavljeni iz hranljive podloge. Umnožavanje linija vršeno je primenom 
kulture korenova. 
4.2.4. PCR analiza genomske DNK
P0
# "
   
	# 
 0 je devet meseci posle 
regeneracije transformanata i njihovog umnožavanja. PCR analiza 0 je kod 40
AtCKX1 odnosno 39 AtCKX2 linija. Deo transgena tj. f	

IDD"
je kod 12 AtCKX1 linija (Linije 1, 3, 5, 6, 29, 30, 31, 32, 33, 38, 39, 40), dok je fragment 
	

I<C"::AtCKX2 linija (Linije 3, 5, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 26, 29, 
31). Efikasnost integracije AtCKX1 gena i AtCKX2 gena kod C. erythraea iznosila je 30%
odnosno 28,2%. Rezultati PCR analize prikazani su na Slikama 16 i 17.














	/:F. pBinHTX-AtCKX1 (pozitivna kontrola), 16. blank.
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I<C"!:!2',-12 AtCKX2 klonovi, 13. DNK netransformisanih biljaka 


+egativna kontrola) 14. pBinHTX-AtCKX2 (pozitivna kontrola), 15. blank. 
4.2.5. Optimizacija PCR protokola sa prajmerima za qPCR
' 
  uspešnosti transformacije biljnog tkiva potrebno je potvrditi 
ekspresiju transgena u izdancima i u korenovima svih transformisanih linija 







prvo je bilo neophodno uraditi
optimizaciju PCR protokola sa prajmerima za qPCR. Optimizacija PCR protokola sastojala 
se u pronalaženju optimalne temperature vezivanja prajmera u cilju što bolje amplifikacije














 (2% finalna 
koncentracija), DMSO (5%), glicerol (5%), etilen-glikol (1M), trehaloza (0,2M), 0
























najbolji rezultat postignut je na temperaturi od 55,1 ºC. Glicerol i trehaloza imaju pozitivan 
efekat na nižim temperaturama (49,1 ºC odnosno 50,8 ºC), dok etilen-glikol, formamid i
BSA 
"	#anje PCR amplifimacije transgena.
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PCR protokol je optimizovan sa uzorcima cDNK linija koje su u prethodnim PCR 









samo za jedan uzorak cDNK. 









"+C;:– 58,3 ºC). * DNK marker, 




Kvantitativni RT-)1  # 
  
  
 nivo ekspresije AtCKX1 i





 "	## (Slika 19).
cDNK izdanaka i korenova AtCKX1 i AtCKX2 linija amplifikovana je na 56 odnosno 57 ºC
































#  "0# e krive topljenja sa po 
jednim pikom (Slika 19 b i d).
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#AtCKX1 i AtCKX2 transgena. a)
Kriva topljenja AtCKX1 amplikona iz cDNK korenova transformanata dobijena u 
standardnoj qPCR reakciji i b) u qPCR reakciji u koju je dodat 5% DMSO. c) Kriva 
topljenja AtCKX2 amplikona iz cDNK izdanaka transformanata dobijena u standardnoj 
qPCR reakciji i d) u qPCR reakciji u koju je dodat 5% DMSO.
'





  eriji 
razblaženja pokazuju da je temperatura topljenja AtCKX1 amplikona 78,6 ºC, a AtCKX2
amplikona 75,4 ºC. Primenom 5% DMSO-a temperatura topljenja AtCKX1 amplikona
snižena je na 73,3 ºC, a AtCKX2 amplikona snižena je na 74,2 ºC (Slika 20).
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Slika 20. Uticaj 5% DMSO-a na sniženje temperature topljenja AtCKX1 i AtCKX2
standarda. a) Kriva topljenja AtCKX1 standarda dobijena u standardnoj qPCR reakciji. b) 
Kriva topljenja AtCKX1 standarda dobijena u qPCR reakciji u koju je dodat 5% DMSO. c) 
Kriva topljenja AtCKX2 standarda dobijena u standardnoj qPCR reakciji. d) Kriva topljenja
AtCKX2 standarda dobijena u qPCR reakciji u koju je dodat 5% DMSO.
U# 	

 " 2' 
%  "0 # "		
amplifikacijom referentnog gena za aktin (rezultati nisu prikazani). Referentni geni se 















svih analiziranih izdanaka i korenova (prikazani su rezultati samo za AtCKX2














































	posle kojih se dostiže prag detekcije referentnog gena za 
aktin (Ct vrednost) kod transformisanih AtCKX2 izdanaka i korenova.









krompira (PoAc58), dizajnirani u konzervativnom regionu tj. u regionu sa visokom 
homologijom sa drugim biljnim genima za aktin. Krive topljenja svih analiziranih uzoraka, 





Slika 21. Dobro oblikovane krive topljenja referentnog gena za aktin svih analiziranih 
transformisanih AtCKX izdanaka (a) i korenova (b).
qRT-)1 	
0je kako u izdancima tako i u korenovima svih 12 AtCKX1
odnosno 11 AtCKX2 transformisanih linija kod kojih je prethodnom PCR analizom 
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"0 integracija transgena. Ekspresija AtCKX1 "0#50% linija (šest 
linija: 5, 6, 29, 31, 33, 39) dok je ekspresija AtCKX2 "064% linija (sedam 
linija: 5, 15, 16, 17, 26, 29, 31). Na Grafiku 2 prikazan je broj kopija AtCKX transkripata



































































































Grafik 2. Broj kopija AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b) transkripata u izdancima i korenovima 
transformisanih linija 

 posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS hranljivoj podlozi.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške srednjih vrednosti. 
Broj kopija AtCKX1 transkripata u izdancima varira od 41644 do 73349 po ng 
ukupne RNK, a AtCKX2 transkripata varira od 18528 do 111197 po ng RNK. Broj kopija 
AtCKX1 transkripata u korenovima varira od 15353 do 79599 po ng RNK, a AtCKX2
Rezultati
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transkripata varira od 8272 do 44955 po ng RNK. Kvantitativni RT-PCR je pokazao da je 
broj kopija AtCKX1 transkripata 
  
u izdancima analiziranih linija, 



















1'?aktivnost merena je kod kontrolnih kao i kod izdanaka i korenova 
svih šest AtCKX1 odnosno sedam AtCKX2 transgenih linija 

 kod kojih je qRT-PCR 
analizom "0"
#AtCKX1 odnosno AtCKX2 gena (Grafik 3).
a)







































































































Grafik 3. CKX aktivnost u izdancima i korenovima AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b) transgenih 
linija 

"0# ontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS hranljivoj 
















#"#CKX aktivnosti od kontrole (Grafik 3a i 3b). Izdanci samo 
jedne linije AtCKX1-5 i 





"# CKX aktivnosti u odnosu na kontrolu!2#1'?
u izdancima, u
"0#  	 +D23 ± 0,01), zapažena je kod linije AtCKX1-5 (0,32 ± 0,01) i
AtCKX2-5 (0,39 ± 0,02) (Grafik 3a i 3b).
Za razliku od izdanaka, kod 









 AtCKX2 nego u AtCKX1 transgenim korenovima. Korenovi tri 








korenovima, u odnosu na kontrolu (0,42 ± 0,07), zapažena je kod linija AtCKX1-39 (2,41 ±
0,16) i AtCKX2-17 (3,31 ± 0,07) (Grafik 3a i 3b).
Zapaženo je da je kod svih analiziranih, kako AtCKX linija tako i kontrole, CKX 
aktivnost bila viša u korenovima nego u izdancima.
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4.4. Analiza endogenih biljnih hormona
Endogeni biljni hormoni (citokinini i IAA) kvantifikovani su kod 4 nedelje starih 
















"rofila kako u 
izdancima (Grafik 4) tako i u korenovima (Grafik 5) 

 in vitro. Endogeni citokinini
su prema svojoj biološkoj funkciji podeljeni u 4 grupe.
U prvu grupu citokinina spadaju bioaktivne forme # 
 slobodne baze i 







in vitro 0 je 




odsustvo iP-a, ali i prisustvo njegovog ribozida iP9R. 0# prisustvo DHZ-a 0,




nije detektovan cZ, dok je njegov ribozid uspešno detektovan! &#
  
ke i
korenove #   #   
	#  0 "
 tZ kao i njegovog ribozida 
tZ9R 0 
 prisustvo DHZ-a, ali ne i njegovog ribozida. "	

	bodnih 
baza i ribozida u korenovima # "0#










% slobodnih baza u
oba biljna organa (Grafik 5a). Iz svih rez	$  	#

   	
% 
dominira DHZ, a od ribozida dominira tZ9R i u izdancima i u korenovima 

in vitro.
U drugu grupu citokinina spadaju forme za skladištenje citokinina # 
O-
glukozidi (Grafik 4b i 5b). Interesantno je primetiti da ni u izdancima ni u korenovima nije 
detektovan samo iPZOG. Svi ostali citokininski O-glukozidi (cZOG, tZOG, DHZOG, 





in vitro dominira tZOG, a u korenovima c&; >8!'	

 ukupnih O-





  " citokinina spadaju neaktivne forme citokinina # 
 <- i 9-
glukozidi. Za razliku od izdanaka 

in vitro, u kojem su detektovani svi citokininski 7-
i 9- glukozidi, u korenovima #"




   #   #   iljna organa dominantan 7-glukozid 
(tZ7G) i 9- glukozid (tZ9G). Ukupna koli
 <- i 9- 	
  














"citokinina spadaju citokininski nukleotidi tj. monofosfati (Grafici 
4d i 5d). U izdancima in vitro, 0 # "
  

  +cZRMP, 
tZRMP, iPRMP, DHZRMP), dok je u korenovima "
  9& ()-a
(Grafici 4d i 5d). U izdancima # "




#:5 puta nego u izdancima.



















 in vitro. Dominantna grupa 
citokinina i u izdancima i u korenovima su neaktivne forme, s tim što je u izdanku izmerena 
"		





u izdancima i 1,6 puta ih ima manje nego formi za skladištenje citokinina. Suprotno 










nego formi za skladištenje citokinina. " 	

 
inina 1,C "  # 













































































































































































































































































































Grafik 4. Citokininski profil izdanaka 













































































































































































































































































































































Grafik 5. Citokininski profil  














































korenovima. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške srednjih vrednosti.
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4.4.2. Detekcija i kvantifikacija endogenih citokinina kod kontrolnih i
odabranih AtCKX transgenih linija 
in vitro











linije AtCKX1-5, -29, -31, -39 


linije AtCKX2-17, -26, -29, -31 koje su odabrane za 
dalja istraživanja. Selekcija linija 0#


#. Prvi kriterijum je da 
odabrane linije imaju ekspresiju AtCKX1 i AtCKX2 gena u oba biljna organa što je 
"0"%0





















i u korenu odabranih transgenih linija.
Kvantifikacija ukupnih endogenih citokinina svih analiziranih transgenih linija u
"0# sa kontrolom prikazana je na Grafiku 6.
a)








































































































na ukupnih endogenih citokinina u izdancima i korenovima AtCKX1 (a) i 
AtCKX2 (b) transgenim linijama 

"0#	"	C	###
kulturi na MS hranljivoj podlozi. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške 




% razlika (za p [ 0,05) 
0 #
%
vrednosti primenom LSD testa.









  "0#  trolom (Grafik 6a i b). Za 


























































































































































nih grupa citokinina u transgenim AtCKX1 izdancima (a) i
korenovima (b) 

"0# 	"	e 4 nedelje gajenja u kulturi na MS 
























$ u izdancima tri 




bioaktivnih formi citokinina bila je na nivou kontrole. Kod sve 

 navedene linije






 linije AtCKX1-29, -31, -39.
Jedini porast neaktivnih formi citokinina detektovan je samo kod linije AtCKX1-5.





bioaktivnih formi citokinina (Grafik 7b). U korenovima svih ostalih analiziranih AtCKX1
linija nivo bioaktivnih formi citokinina je ili u nivou kontrole ili je povišen. Forme za 

















zapažen u korenovima svih AtCKX1 linija, osim linije 29.
Kod prethodno pomenute tri linije AtCKX1-29, -31, -39  je sniženje 
bioaktivnih formi citokinina u izdanku, a u korenu samo kod linije ,;!(0
kod tri 










citokinina kako u izdancima tako i u korenovima!'	

a bioaktivnih formi citokinina i u


































































































































"0# a kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS 










U izdancima i korenovima svih analiziranih AtCKX2 linija "
#e da su nivoi 
formi za skladištenje citokinina, neaktivnih formi citokinina i citokininskih nukleotida na






 neaktivnih formi citokinina (Grafik 8).
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4.4.3. Detekcija i kvantifikacija endogene IAA kod kontrolnih i odabranih







































































































































"0# a kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS 






   manja je u izdancima i korenovima svih analiziranih







IAA i ukupnih citokinina. Kod izdanaka i korenova linije AtCKX1-5 može se primetiti 
# "# "
% enih citokinina i istovremeno z# ##










#"	# odnosu na kontrolu (Grafik 







citokinina " je u odnosu na kontrolu, ali # 	

  smanjena (Grafik 9b). 
Izdanak linije AtCKX1-39 pokazuje isti odnos endogenih citokinina i IAA kao kontrola, 







































se smanjuje (linije AtCKX2-17 i -31) ili je u nivou kontrole (linija AtCKX2-26). Kod 











manja je u odnosu na kontrolu (Grafik 10a). Kod korenova svih analiziranih AtCKX2 linija 
"
 # ## 	

   










+linije 26 i 29) tako i kod linija sa sniženim 





































































































































4.5. Morfološka karakterizacija kontrolnih i odabranih AtCKX
transgenih linija 
in vitro





~10 mm gajeni su tokom jedne subkulture (4 nedelje) na 
MS hranljivoj podlozi in vitro.




Regeneracija i umnožavanje kontrolnih i odabranih linija AtCKX transgenih biljaka 


 a je u kulturi korenova. Na kraju eksperimenta (posle jedne subkulture) 
0
 #ukupan broj adventivnih pupoljaka koji su se razvili na sredini eksplantata i 
imaju razvijena 2-3 para listova. P broj novonastalih adventivnih pupoljaka na 
























































































sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi korenova na MS hranljivoj podlozi. 














% AtCKX1 +  

/ 










 # ## " # " 

%
pupoljaka u kulturi korenova posle 4 nedelje, "0#	 (Grafik 11). Kod 
pojedinih linija spontana regeneracija adventivnih pupoljaka skoro je inhibirana. Broj
regenerisanih pupoljaka linije AtCKX1-39 (0,07 ± 0,01) kao i linije AtCKX2-31 (0,07 ± 
0,02) posle 4 nedelja u kulturi manji je od kontrole oko 13 puta.
4.5.2. Prirast mase kontrolnih i odabranih AtCKX transgenih linija 

in vitro
Pored spontane regeneracije i umnožavanja 0#""$






 mase posle 4 nedelje gajenja u 


































































"0nju sa kontrolom posle 4 nedelja gajenja u kulturi na MS hranljivoj podlozi.











AtCKX linija (tri AtCKX1 i tri AtCKX2/
#"	#"#
prirasta mase u odnosu na kontrolu (Grafik 12)!(0
kod linije AtCKX1-39 i linije
AtCKX2-31, zapažen je #"
 
"0#	"	C
nedelje gajenja u kulturi. Kod ove dve linije prirast sveže mase izdanaka je oko 2,5 puta 

	! Interesantno je napomenuti da u kulturi korenova baš ove dve








Izolacija hlorofila i karotenoida vršena je iz listova kontrolnih i odabranih linija 
AtCKX transgenih izdanaka 

"	C	###	

































































































in vitro "0#	! Vertikalnim linijama predstavljene su 




















   "0#  	! e linije
AtCKX1-5 i -29 i tri linije AtCKX2-26, -29, -31 pokazuju smanjenje vrednosti odnosa 
hlorofila a i b u odnosu na kontrolu. 


 # "# vrednosti odnosa 
hlorofila a i b u odnosu na kontrolu nije zapaženo ni kod jedne AtCKX linije (Grafik 13).
Pored %	







 rolnih i 
odabranih transgenih linija 

!)#dnos ukupnih hlorofila i ukupnih karotenoida 
#0#
















































































































 in vitro  "0#  	! Vertikalnim linijama 


















 #   	, 0 # 
dve linije AtCKX1-29, -39 i tri linije AtCKX2-26, -29, -31. Samo kod dve linije AtCKX1 -
31, -39 "$ #  	

 "
% enoida. Kod svih ostalih linija 	


ukupnih karotenoida je u nivou kontrole. Odnos ukupnih hlorofila i karotenoida raste u 










Sekundarni metaboliti ekstrahovani su metanolom iz izdanaka i korenova kontrolnih
biljaka iz prirode i kulture kao i prethodno odabranih AtCKX transgenih linija 

 in 
vitro. Posle izolacije 0je HPLC analiza dobijenih ekstrakata.





e iz prirode i kulture in vitro i transgene linije AtCKX1-29. U
















20 minuta javljaju se pikovi jedinjenja koja po obliku UV spektara i po položaju 
apsorpcionih maksimuma odgovaraju flavonoidima. Ksantoni, eustomin i demetileustomin, 
detektuju se od Rt = 20–25 minuta i 
su pikovima 3 i 4.
P0# % 	ih ekstrakata biljaka poreklom iz prirode i 








kvantitativne razlike svih analiziranih sekundarnih metabolita kako u izdancima tako i u 
korenovima! )
#   #  
 

 sekoiridoid sverciamarin dominantna 
komponenta (Slika 22), dok ksanton eustomin dominira u svim korenovima (Slika 23).
Rezultati
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izdanci iz kulture in vitro. c) izdanak transgene linije AtCKX1-29 iz kulture in vitro. 1 –
sverciamarin, 2 – genciopikrin, 3 – eustomin, 4 – demetileustomin.
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korenovi iz kulture in vitro. c) korenovi transgene linije AtCKX1-29 iz kulture in vitro. 1 –
sverciamarin, 2 – genciopikrin, 3 – eustomin, 4 – demetileustomin.
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Kvantifikacija jedinjenja u svim analiziranim uzorcima (kontrola iz prirode i 
kulture, 









!Dobijeni rezultati predstavljeni su na Graficima 15,
16, 17 i 18.
U kontrolnim izdancima iz prirode i kulture kao i u svim analiziranim izdancima 







 kulture  


 #ne razlike u sadržaju
sverciamarina. Sve analizirane AtCKX transgene linije, osim jedne (izdanci linije AtCKX1-
5), imaju manji sadržaj sverc

  "0#  kontrolnim izdancima iz kulture i
prirode (Grafik 15a). Samo pomenuta linija 	
#  #  "
#
sverciamarina u izdanku (91,51 ± 2,74 mg/g suve mase/  "0#  	

izdancima iz kulture (64,77 ± 3,92 mg/g suve mase) i prirode (68,41 ± 0,91 mg/g suve 
mase). Kod izdanaka linije AtCKX1-29 skoro i da prestaje produkcija sverciamarina, pa je 
sadržaj ovog gorkog glikozida kod ove linije snižen na samo 1,34 ± 0,11 mg/g suve mase.
Nasuprot sverciamarinu 
#
 #e sadržaj približno isti u kontrolnim izdancima iz 












 #   "0# sa kontrolom iz prirode (Grafik 15).
(0
 kod izdanaka linija AtCKX1-5 i -29 sadržaj genciopikrina je minimalan dok se u









































































































































 in vitro  "0# sa kontrolom iz prirode i kulture.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške srednjih vrednosti. Oznake istog 
	 
 





 + " [ 0,DF/ 
0
srednjih vrednosti primenom LSD testa.
Prim#   

  
 kontrolnih kao i svih analiziranih 











 sverciamarina i genciopikrina u korenovima kontrolnih









Korenovi iz prirode akumuliraju više sverciamarina (9,47 ± 0,34 mg/g suve mase)
nego u korenovima u kulturi (6,36 ± 0,97 mg/g suve mase), a sve analizirane AtCKX
transgene linije odlikuju se smanjenim sadržajem sverciamarina u odnosu na kontrolne 
korenove in vitro. U pojedinim klonovima sverciamarin se detektuje samo u tragovima i to 
kod linija AtCKX1-5 i AtCKX2-31 (Grafik 16).
Za razliku od sverciamarina, genciopikrin je dominantan u kontrolnim in vitro
korenovima (12,75 ± 0,28 mg/g suve mase) u odnosu na korenove iz prirode (6,36 ± 0,47
mg/g suve mase). Analizirani korenovi svih AtCKX transgenih linija imaju manji sadržaj
genciopikrina u odnosu na korenove iz prirode. U nekim linijama, AtCKX1-5 i AtCKX2-17 i 






































































































































 in vitro  "0# sa kontrolom iz prirode i kulture.
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Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške srednjih vrednosti. Oznake istog 
	 
 





 + " [ 0,0F/ 
0
srednjih vrednosti primenom LSD testa.
&# ntitativna razlika u produkciji  "0 # "0#
kontrolnih izdanaka iz prirode i kulture (Grafik 17). Eustomin se u kontrolnim izdancima 










 proizvode više eustomina u odnosu na izdanke 
iz prirode (0,6 ± 0,01 mg/g suve mase), ali manje u odnosu na kontrolne izdanke in vitro
(1,18 ± 0,12 mg/g suve mase). Jedini porast sadržaja eustomina u odnosu na izdanke iz 
"
 je kod linije AtCKX1-29 (1,48 ± 0,02 mg/g suve mase).
U kontrolnim izdancima in vitro "$ # " "  akumulacija
demetileustomina u odnosu na kontrolne izdanke iz prirode. Ka
	#
ve 





izdancima iz prirode (0,24 ± 0,03 mg/g suve mase), ali manji "0#

in 
vitro (1,3 ± 0,15 mg/g suve mase). Samo izdanci linije AtCKX2-31 imaju #
" 	

 metileustomina (1,43 ± 0,04 mg/g suve mase)  "0# 

















































































































































 in vitro  "0# sa kontrolom iz prirode i kulture.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške srednjih vrednosti. Oznake istog 
	 
 





 + " [ 0,DF/ 
0
srednjih vrednosti primenom LSD testa.
0 # korenovi iz prirode produkuju isti sadržaj eustomina (0,29 ± 0,01 
mg/g suve mase) i demetileustomina (0,29 ± 0,02 mg/g suve mase) u korenovima iz prirode
(Grafik 18). Uslovi in vitro stimulišu produkciju ksantona u korenovima, tako da se sadržaj

" (3,31 ± 0,55 mg/g suve mase), a demetileustomina tri puta (0,9 ±












inu eustomina i demetileustomina u odnosu na korenove iz prirode,
ali manju u odnosu na kontrolne korenove in vitro. U korenovima linije AtCKX2-31
 # 
 $# demetileustomina (1,29 ± 0,06 mg/g suve mase) u odnosu na 
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 in vitro  "0#  	 iz prirode i kulture.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greške srednjih vrednosti. Oznake istog 
	 
 





 + " [ 0,DF/ 
0
srednjih vrednosti primenom LSD testa.
Sve transgene AtCKX linije u oba biljna organa pokazuju #
	
odstupanja 
u sadržaju kako sekoiridoida tako i ks"0#

m biljkama iz 





%linija. U Tabeli 22 sumirani su svi dobijeni rezultati.
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kontrolni uzorak iz prirode 4 kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linije AtCKX1-5)
GENCIOPIKRIN U IZDANCIMA
AtCKX linije (osim linija AtCKX1-5 i -29 i linija AtCKX2-29) > kontrolni uzorak iz prirode >
kontrolni uzorak iz kulture
SVERCIAMARIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz prirode > kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije
GENCIOPIKRIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz kulture > kontrolni uzorak iz prirode > AtCKX linije
KSANTONI
EUSTOMIN U IZDANCIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linijeAtCKX1-29) > kontrolni uzorak iz prirode
DEMETILEUSTOMIN U IZDANCIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije > kontrolni uzorak iz prirode
EUSTOMIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linije AtCKX1-29) > kontrolni uzorak iz prirode
DEMETILEUSTOMIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linije AtCKX1-29 i AtCKX2-31) >





+nego u kontrolnim uzorcima) sintetiše samo u





 #   	 

  
izdancima linija AtCKX1-31 i -39,  0 
  














u svim korenovima AtCKX linija "0#	!
2#
"produkcije eustomina u izdanku kao i eustomina i demetileustomina 
u korenovima"0# be kontrole, "0 #kod linije AtCKX1-29!)na 





















!Svi predstavljeni rezultati do sada nisu objavljeni kod ove 
biljne vrste.













kulture korenova predstavljaju dobar model siste  "# in vitro
















ivnosti. Vremenom se pokazalo da se  kulturom izolovanih 
korenova dobija genetski, biohemijski i fenotipski stabilan biljni materijal bez 





primenu i koristila se za odre0
# sastava hranljivih podloga za što bolji rast korena in 









korena (Izumi i sar, 1995) ili za proizvodnju sekundarnih metabolita (Maldonado-Mendoza 
i Lyola-Vargas, 1995). (0
    "# literaturni podaci koji govore o 
"
   "	  
 
#! '	  

 
  " "






transformacije ove biljne vrste.
Uspostavljenje kulture in vitro C. erythraea Rafn. opisalo je samo nekoliko autora 
(Tabela 2.). Ipak, k"
"	
 uspostavljanje kulture in vitro, uglavnom su 


 segmenti listova.  

  
% Tabeli 2. indukovano je samo 

# 	! )  
 









 pojavljuju se tek 2003. godine. U 	
#(
hranljivoj podlozi #   +,-F U(/ 





% ""	#  "% 
# 	  "

eksplantatima (Piatczak i Wysokinska, 2003). Na kalusu koji se formira na segmentima 























MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, na svetlosti +ID-\DCF/

(0,12 ± 0,03). )
 
  0 "	






# "odlozi bez regulatora rastenja u 
"0#  ( %	#
 "	  #  
   2 
	









manipulaciju i to su razlozi zbog kojih je ovaj sistem regeneracije i upotrebljen za









, koji su dalje gajeni na MS hranljivoj podlozi upola 






 " "	 "





ransformacija C. erythraea 	-
,& A. tumefaciens
8
 ransformacija C. erythraea " A. tumefaciens imala je nekoliko 
ciljeva, a pre svega dobijanje transgenih 
	#  
#






AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen. G	
 
	#  





















	 za cilj ispitivanje osetljivosti 
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Iako je upotreba  A. tumefaciens    
 
# "	






	#"A. tumefaciens zavisi od 










kapaciteta transformanata (Kim, 2005).














# (Gelvin, 2000). U skladu 
sa navedenim, zasecanje krajeva korenova koji su zatim potapani u AtCKX1 odnosno 
AtCKX2 bakterijsku suspenziju verovatno je doprinelo relativno visokom stepenu 
zaražavanja 





eksplantata koji se koristi u inokulaciji, pa tako najbolji izbor predstavljaju eksplantati koji 
imaju visoku regenerativnu sposobnost in vitro. U dostupnoj literaturi skoro i da nema 
podataka  "
   "



















 " A. tumefaciens dobijen je visok procenat spontano 
regenerisanih potencijalno transformisanih AtCKX i AtCKX2 (97,2% odnosno 92,3%)
izdanaka in vitro (Tabela 21.).
Selekcija potencijalnih transformanata 0je jedan od faktora koji može uticati 
na efikasnost transformacije. Kod transformacija 
	# "A. tumefaciens  
koristi selektabilni marker hpt gen koji kodira higromicin fosfotransferazu 
 



































 / C. erythraea i kasnije i regenerisani potencijalni 
transformanti, razvijali su se na podlozi sa higromicinom t

 subkulture, a zatim i 





Analiza potencijalnih transformanata predstavlja jednako važan proces kao i sama 
gene
 





sustva transgena u biljnom genomu. Standardna PCR analiza je kvalitativna 




 integracije stranog gena od interesa kod






" A. tumefaciens dobijeno je 40 AtCKX1 odnosno 39 
AtCKX2 klonova koji su uspešno preživeli selekcioni tretman na higromicinu i spontano su 
se ožiljavali na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. PCR analizom "0je 
prisustvo AtCKX1 i AtCKX2 gena kod 12 (30%) odnosno 11 (28,2%) klonova.
Još devedesetih godina XX veka otkriveno je da stabilna integracija T-DNK u biljni 
genom ne garantuje ekspresiju transgena koja predstavlja drugi korak u dokazivanju 














 (Kim i sar, 2002; Panchuk i sar, 2002; Svensson i 








#	 obzirom na to da bi njegova ekspresija u 
biljnom genomu trebalo da bude konstitutivna (Livak i Schmittgen, 2001; Schmidt i 
Parrott, 2001). # 	







amplifikacijom referentnog gena za aktin što je prikazano na Slici
22. U cilju kvantifikacije nivoa ekspresije AtCKX1 i AtCKX2 gena svih 12 AtCKX1 i 11 
AtCKX2 linija dalje je analizirano qRT-PCR metodom. Ekspresija AtCKX1 "0
je kod šest linija (50%) dok je ekspresija AtCKX2 "0linija (64%).
Iz ovih rezultata 	##   AtCKX1 i AtCKX2 geni ne eksprimiraju u svim 
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0 transformantima duvana (Dean i 










#. Ovi rezultati mogli 
bi ukazati na to da se transgen "	 0
# u biljni genom, eksprimira samo u
ciljanim 	
#ama (van Leeuwen i sar, 2001). Stabilna ekspresija transgena u velikoj meri 









nja T-DNK u heterohromatin, 





(Meyer i Heidman, 1994). Inaktivacija transgena 0može biti posledica utišavanja 
gena na nivou transkripcije što podrazumeva metilaciju DNK ili druge vidove 




heterehromatin, a samim tim i do inaktivacije promotora. Pri post-transkripcionom 





 2' 	 # 
# (Depicker i Van Montagu, 1997;
Flavell, 1994; Matzke i Matzke, 1998; Stam i sar, 1997). Na osnovu svega izloženog može 
 	#

  #    AtCKX1 i AtCKX2 geni ne eksprimiraju u svim 
analiziranim transgenim linijama ki
 usled utišavanja gena, koje može biti na 
transkripcionom ili post-transkripcionom nivou. Postoje literaturni podaci koji govore o 
utišavanju gena u raz	


 uzorcima istog tkiva (Jorgensen i sar, 1996; Van der Krol i sar,
1988)  0 $ 

 #  	 
 "
#AtCKX gena u nekim
analiziranim transgenim linijama 

!




































Mg2+ jona, pH pufera, temperatura denaturacije nukleinskih kiselina i temperatura 
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PCR reakcionu smešu  ""
 " 
	
 # ## "

nu




trimetilglicin (betain), formamid, glicerol, BSA, polietiln glikol, tetrametilamonijum hlorid 
itd. koriste se kao aditivi u PCR reakcijama (Frackman i sar, 1998; Kovárová i Dráber,
2000; Kitade i sar, 2003; Spiess i sar, 2004; Ralser i sar, 2006; Shaik i sar, 2008). Od svih 



















(Sarkar i sar, 1990; Bookstein i sar, 1990; Varadaraj i Skinner, 1994; Frackman i sar, 






reakcija, oskudan broj literaturnih podataka govori o upotrebi DMSO-a kao aditiva u qPCR 
reakcijama. Jung i sar. (2001) su pokazali da dodavanje DMSO-a  # 
#














ove disertacije u potpunosti su u skladu sa prethodno navedenim rezultatima jer je 











+Slika 20 b i 
d).
Predstavljeni rezultati pokazuju da su biljke C. erythraea Rafn. osetljive na 
infekciju sa A. tumefaciens. 8

#"#A. tumefaciens GV3101 




 # AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen. Protokol razvijen u ovom radu
#





























% " $  













manipulaciju ove biljne vrste in vitro.
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	#	u katabolizmu, a samim tim i u







Kod svih analiziranih, kako AtCKX transgenih linija 

tako i kontrole, zapažena 
































puta u odnosu na kontrolu. Ovi rezultati koji pokazuju  CKX aktivnost kod AtCKX2 u
odnosu na AtCKX1 
	#





biljaka A. thaliana (Werner i sar, 2003b). ) CKX aktivnosti kod transgenih biljaka 


 0 #  	  "# # # 0 AtCKX transgenih biljaka 
duvana kod kojih iznosi 2,6 – 10,4 puta u odnosu na kontrolu (Werner i sar, 2001) i kod
AtCKX transgenih biljaka krompira "#1'?

iznosi 4,9 – 14,3 puta u 








 (Grafik 3b). Ovi rezultati u
skladu su sa ranije objavljenim koji ukazuju na to da je 
 transformacija duvana 
AtCKX2 genom uzrokovala povišenu enzimsku aktivnost kod analiziranih korenova u
"0#	 (Werner i sar, 2001).
Kvantitativni RT-PCR je pokazao da je broj kopija AtCKX1 transkripata 
 
korenovima nego u izdancima analiziranih linija (Grafik 2a)#	"
CKX 
  
 AtCKX1 transgenih biljaka. Suprotno tome, broj kopija 
AtCKX2 transkripata 
 #  






zdanaka tako i u korenovima 
svih analiziranih transgenih linija.
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koje su citokini podeljeni prema svojoj biološkoj funkciji.



















 in vitro nije detektovan cZ, ali njegov 
ribozid jeste (Grafik 5a). Dobijeni rezultati o 	
























in vitro nije detektovan cZ, dok je njegov ribozid uspešno detektovan. 
&#
  
ke i za korenove #   #   
	#  0 "isustvo 
DHZ-a, ali ne i njegovog ribozida (Grafik 4a i 5a/!	
	cZ i DHZ-a i 
prisustvo njihovih ribozida, zapažen je i kod A. thaliana (Dwivedi i sar, 2010). #












































%    












































in vitro dominira tZOG dok u korenu dominira cZ9ROG 
(Grafici 4b i 5b). '  " 


neaktivnih formi citokinina 





izdanke i za korenove je to da u oba biljna organa preovladava 7-glukozid (tZ7G) i 9-
glukozid (tZ9G) (Grafici 4c i 5c/!"	

<- i 9- 	

#
"0nju sa korenom, ali je njihov odnos isti tj!	













  " 








) ()-a, a u korenu cZRMP-a (Grafici 4d i 5d). 





























   eventualno može objasniti mehanizmom 
citokininske homeostaze kojim biljka sama reguliše nivo citokinina u izdancima i 










formi za skladištenje citokinina. Ipak, 
	

 ukupnih endogenih citokinina 1,C "  #  














u izdanak posle sinteze u korenu (Noodén i Letham, 2003).
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"0#	, dok im je CKX aktivnost u nivou kontrole (Grafik 6a
i 3a)!(0
	







 (Grafik 6a). Ovaj rezultat na prvi pogled deluje 
kontradiktorno s obzirom na to da je u korenovima AtCKX1 transformanata zapažena 







kod AtCKX2 transformanata (Grafik 6b).
Izdanci dve linije AtCKX2-26 i -,; "# 


 # #nje ukupnih 
citokinina  "0#  trolom. )% # 0    	 
#











#i u korenovima AtCKX1 i AtCKX2 transformanata - "






! Ovo bi se moglo objasniti 












 što je pokazano kod krompira (Motyka i sar, 2003). Dobijeni
rezultati svakako su u skladu sa zapažanjem da su citokinini najzastupljeniji u biljnom 
organu koji je dominantno mesto njihove sinteze tj. u korenu (Letham, 1994). )






 može se objasniti i time što 




 citokinina (Armstrong, 1994; 
Jones i Schreiber, 1997; Kamínek i sar, 1997). Motyka i Kamínek (1990) su pokazali da se 
CKX aktivnost # "  	





 0 # "$  	# "

%
egzogeno primenjenih ili endogenih citokinina što je pokazano kod ipt transgenih biljaka 
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 endogenih citokinina funkcioniše po principu pozitivne povratne 






Interesantno je bilo pratiti i uticaj 	

 1'? aktivnosti na zastupljenost
"#
ih grupa citokininskih metabolita u ukupnoj kol


endogenih citokinina kako 
u izdancima tako i u korenovima svih transgenih linija. Tako je pokazano da su nivoi 












 analiziranih transgenih AtCKX1
linija (Grafika 7a). Važno je napomenuti da izdanci tri linije AtCKX1-29, -31 i -39 kao i tri 
linije AtCKX2-17, -26 i -31 imaju snižene bioaktivne forme citokinina u izdanku iako 
njihova CKX aktivnost nije povišena u izdanku. *0#
% šest pomenutih 










citokinina dospeva u izdanak ki
!Za razliku od pomenutih, linija AtCKX1-5 ima snižene 
bioaktivne forme citokinina u izdancima kao i povišenu CKX aktivnost.




sniženje bioaktivnih formi citokinina dok je u korenovima svih ostalih analiziranih AtCKX1






















% AtCKX2 linija (Grafik 8). Prethodno je pokazano da je u korenovima 







citokinina promenljiva – opada kod samo jedne AtCKX1 linije (29) i kod  
AtCKX2










 0 #  
AtCKX transformanata duvana (Werner i sar, 2001) i kod krompira kultivara Désirée 
(Raspor i sar, 2012).
U izdancima pojedinih linija koje pokazuju #
$ nivo bioaktivnih formi
citokinina utvr0 je porast nivoa formi za skladištenje (AtCKX1-29, -31 i -39 i AtCKX2-







AtCKX1-39 i AtCKX2-31. (0














	#. Kod dve linije (AtCKX2-26 i -I:/#
$

dve AtCKX2 linije (26 i 29) detektovan je porast nivoa neaktivnih formi citokinina (Grafik 
8).
Dobijeni rezultati pokazuju  	
 " "








endogenih citokinina. Sniženje bioaktivnih formi citokinina karakteriše citokininske AtCKX






























CKX aktivnost nego i drugi mehanizmi regulacije i transporta citokinina kroz biljku. 
















AtCKX transformanata bioaktivne forme citokinina (koje su ujedno i najvažniji supstrati za 
CKX) stalno 





Usled degradacije bioaktivnih formi citokinina, možemo pretpostaviti, da biljka stalno 
dobija signal za de novo sintezu citokinina koji se dalje konvertuju u forme za skladištenje, 
neaktivne forme citokinina kao i citokininske nukleotide. Analiza transgenih biljaka 
krompira sorte Solara koje imaju povišenu ekspresiju AtCKX1 gena pokazala je pu
	

 formi za skladištenje citokinina (Hartmann i sar,D::/!) sinteza  formi za 
skladištenje kao i neaktivnih formi citokinina 0 # "azana i kod AtCKX2
transformanata krompira kultivara Désirée (Raspor i sar, 2012). Navedeni rezultati bi mogli 















AtCKX genima. Sinteza svih navedenih
formi citokinina #










































!Kod izdanaka   








  ## og nivoa IAA u odnosu na kontrolu (Grafik 9a). 





























  ## 	

 IAA i
obrnuto,  #  "0 ipt mutanata duvana i A. thaliana (Eklöf i sar, 1997; 
Nordström i sar, 2004) i kod pls mutanata A. thaliana (Liu i sar, 2010). Dobijeni rezultati 
nisu u skladu sa prethodno opisanim koji govore o tome da " 1'? aktivnost
smanjuje nivo endogenih citokinina što 
sniženje nivoa endogenih auksina kod A. 
thaliana (Werner i sar, 2001; Jones i sar, 2010). Sa druge strane, odnos nivoa ukupnih 
endogenih citokinina i IAA pokazuje variranje u izdancima svih analiziranih AtCKX2
transformanata (Grafik 10a). (0






 # ## 	

    
  "# 
	
 ##
nivoa ukupnih endogenih citokinina (Grafik 10b).
5.4. Morfološka karakterizacija kontrolnih i transgenih linija
 in vitro
Efekat citokinina na brojne fiziološke procese, ranijih godina je prevashodno 
0






 ubacivanjem stranog gena od interesa, može da 
uzrokuje nefiziološke efekte. Zbog napomenutog razloga dobijanje transgenih biljaka koje
Diskusija
129
imaju snižen nivo citokinina smatra se veoma važnim u boljem razjašnjavanju fizioloških 
procesa koje su pod kontrolom pomenutih biljnih hormona (Faure i Howell, 1999).










  ##  "
#	 

 in vitro! )













prilikom ispitivanja uticaja brojnih regulatora rastenja na mofrogenetske procese 
(Bálványos i sar, 2001). 

!+,009a) su opisali da primena šest citokinina (KIN, 




# +D01-3,D U(/ 
# 






 in vitro pa se 























citokinina (BA i KIN) (Huettaman i Preece, 1993). #
  
  "" #









i slabije umnožavaju u kulturi korenova. Ovaj rezultat potpuno je u skladu sa regeneracijom 
izdanaka DSCKX1 transformanata A. thaliana ##	
##
u odnosu na kontrolu (Yang i sar, 2003b).














# AtCKX transformanata 






















  in vitro, može se pratiti i 









(Grafik 12). Još je interesantnije napomenuti da je kod dve transgene linije koje 






in vitro. Suprotno ovim rezultatima biomasa izdanaka DSCKX1 transformanata A. thaliana
posle samo 22 dana od zasejavanja upola je manja u odnosu na netransformisane izdanke 

































transformanata A. thaliana (Yang i sar, 2003b)




Poznato je da senescenciju 
0	 regulišu citokinini (Wilhelmová i sar,
2004) i da se opadanje nivoa hlorofila odavno koristi kao jedan od markera senescencije 
(Jordi i sar, 2000; Stessman i sar, 2002; Jiao i sar, 2003; Weng i sar, 2005).
Porast k	

 ukupnog hlorofila (hlorofil a + b) 

 #  

transgenih AtCKX linija 

u odnosu na kontrolu (Grafik 14). Isti rezultat dobijen je i 




































vitro "$ #  #
  %	
	  
    #  
#! >
rezultat bi se možda mogao objasniti samim uslovima in vitro u kojima je svetlosni fluks, 







kod jednog AtCKX 	 

 (Grafik 13). 3
 odnos hlorofila a i b, zapažen je i u






hlorofil a. Isti rezultat dobijen je analizom hlorofila tokom starenja kotiledona pasulja
(Wilhelmová i sar, 1998).
Odnos ukupnih hlorofila i karotenoida predstavlja indikator svetlosti pod kojom 
biljke rastu i razvijaju se (Lichtenhaler i sar, 1981). Kod biljaka koje rastu u prirodi, za 



















  %lorofila i karotenoida iznosi 2,5-3,5

  $ 	 # 
 " 
# #  toku (Lichtenhaler i Buschmann, 






 in vitro. Odnos ukupnih 
hlorofila i karotenoida kontrolnih 	


 in vitro iznosi 7,87 ± 0,89, a kod listova 
AtCKX transgenih linija #  # # 
  





	+Grafik 14). Na osnovu velike vrednosti odnosa hlorofila i 

















nisu pokazivali ubrzanu nego"
#
 odloženu senescenciju (Werner i sar, 
2003b; Mýtinová i sar, 2006).
Iako se zna da citokinini mogu odložiti senescenciju (Gan i Amasino, 1995), 































i transformisane. Upravo zbog toga rezultati ove disertacije 







Na osnovu spektralnih karakteristika jedinjenja koja su detektovana u metanolnom 
ekstraktu izdanaka i korenova 

 
 "ir 0 je prisustvo sekoiridoida,
sverciamarina, genciopikrina i sverozida, kao i prisustvo ksantona, eustomina i 
demetileustomina (Slike 22 i 23). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Schimmera i















dominira sverciamarin, dok u izdancima i korenovima biljaka gajenih in vitro dominira 
genciopikrin, a sverciamarin je detektovan samo u tragovima (Van der Sluis, 1985a, 1985b;
7
 
  :;;<B )
 
 , 2005). Rezultati ove disertacije samo se 	


slažu sa prethodnim rezultatima, gde je pokazano da je sverciamarin dominantna 
komponenta samo u kontrolnim izdancima iz prirode i kulture  0 
  svim 




















































 " sverciamarina. Skoro sve analizirane
transgene AtCKX linije, imaju sniženu produkciju 

"0#kontrolnim 
izdancima iz kulture i prirode (Grafik 15). Sadržaj detektovanog sverciamarina i 
genciopikrina u kontrolnim korenovima iz kulture i prirode približno je ista, dok je u
kontrolni 
 




  "0# 
sadržajem sverciamarina (Grafik 16). *0#"$se sve analizirane transgene
AtCKX linije odlikuju smanjenjem sadržaja sverciamarina u odnosu na kontrolne korenove
iz prirode i korenove gajene in vitro. U pojedinim linijama sverciamarin se detektuje samo 
u tragovima. Isti odnos sadržaja dobijen je i za genciopikrin. Sve analizirane transgene
AtCKX linije produkuju manji sadržaj genciopikrina u odnosu na korenove gajene in vitro i







! (2005) su na osnovu sadržaja sverciamarina
koji je 








  smanjenje produkcije ovog gorkog jedinjenja. (0
 rezultati ove 











(1997) koji su pokazali da  
"

   $# sintetiše samo u izdancima 


in vitro u odnosu na izdanke iz prirode.
8
 
#   
  "
# sekundarnih metabolita 
k






, koji su dobijeni inokulacijom 



























    

izdanke (Piatczak i sar, 2006).
Iz svih navedinih rezultata koji su prikazani teško je doneti samo jedan 

















  # 
  sekundarni metabolizam ove 
biljne vrste s obzirom n  #	

" sverciamarina u izdancima svih 
transgenih linija #"0#izdancima gajenim in vitro koji imaju približno isti
sadržaj sverciamarina "0#  

 iz prirode (Tabela 22.). Sa druge strane, 
veoma je zanimljivo primetiti da je kod izdanaka, ali ne i korenova, 
 transgenih 
AtCKX linija stimulisana produkcija genciopikrina. Sve transgene i kontrolne biljke in 
vitro gajene su pod istim uslovima temperature i svetlosti i zbog toga se može pretpostaviti 




















, genciopikrin nastaje od 
sverciamar
   # " 	
# genciopikrina u AtCKX izdancima 
transform 

  	  
$
 $# sverciamarina. Najverovatnije,
" aktivnost enzima koji prevodi sverciamarin u genciopikrin 
  "išen
sadržaj genciopikrina.




















proizvode više eustomina u odnosu na izdanke iz prirode, ali manje u 
odnosu na kontrolne izdanke in vitro. Porast sadržaja eustomina u odnosu na izdanke iz 
kulture  #   linije AtCKX1-29 dok je odsustvo detekcije eustomina u
izdancima zapaženo samo kod AtCKX1-39 (Grafik 16). U kontrolnim izdancima in vitro
"$ # " " 













  "0#  kontrolnim izdancima iz prirode, ali 
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#"0#kontrolnim izdancima in vitro. Samo izdanci linije AtCKX2-31 imaju
# " sadržaj 
	
  "0#  

 gajenim in vitro
(Grafik 17). 
0#približno jednak sadržaj eustomina i demetileustomina sintetiše u 
korenovima iz prirode. Uslovi in vitro stimulišu proizvodnju ksantona u korenovima, tako 





iz prirode. Sadržaj eustomina i demetileustomina u korenovima odgovara sadržaju 






##i u odnosu na kontrolu iz kulture. 
3
 sadržaj demetileustomina u odnosu na kontrolne izdanke iz prirode, ali manji u
odnosu na kulturu in vitro detektovan je kod korenova linije AtCKX2-31. U izdancima iste
lin
#0# #"# sadržaja demetileustomina. Ranije je pokazano 
da ova transgena linija 





bioaktivnih formi citokinina kako u izdanku tako i u korenu. K	

, 
ak i od vrednosti dobijenih kod kontrolnih korenova u kulturi, "0#linije koja

" sadržaj eustomina u odnosu na izdanke iz prirode, a to je linija AtCKX1-
29 (Grafik 18). Veoma je interesantno napomenuti da baš ova transgena linija u
korenovima 
 " 1'? 
  0 
 
$ 
 bioaktivnih formi 
citokinina i u izdanku i korenu.
Svi navedeni rezultati ukazuju da je produkcija ksantona u uslovima in vitro
stimulisana kako u izdancima tako i u korenovima 

! Dobijeni rezultati u potpunosti se 
slažu sa "












































6. Z A K LJ U 1 C I
1. Kultura netransformisanih korenova Centaurium erythraea Rafn. uspešno je 
uspostavljena MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja in vitro. U kulturi 


izdanci se spontano regenerišu.










soja Agrobacterium tumefaciens GV3101 koji nose pBinTX plazmid sa jednim od 
dva pomenuta gena. >
  "	## " eksplantate za 
transformaciju, jer u kulturama inokulisanih korenova dolazi do spontane 
regeneracije transgenih biljaka. Transformacija biljnog materijala "0 #






















3. )CKX aktivnost u izdancima, u odnosu na kontrolu, usp#"0
kod jedne AtCKX1 
 






% transgenih AtCKX linija 

  # "
CKX aktivnost koja se, u odnosu na kontrolu,  
	#  #
% # 0
AtCKX1  " 






























































#a jedna linija AtCKX1-29 i tri linije AtCKX2-17, -26, -31 kod
kojih je, kako u izdanku tako i u korenu, 0 # ##
##
jih, bioaktivnih, formi citokinina od kojih zavise brojne fiziološke 
funkcije.









kako u izdancima tako i korenovima. (0

iako promenjena citokin
 %  #   "
endogenog nivoa IAA, ipak se m$





































svih analiziranih AtCKX2 transformanata. 
7. Pokazano je da ekpresija AtCKX gena 




















































































ovu biljnu vrstu u prirodi. Sadržaj sekoiridoidnih komponenti biljaka gajenih in 




% u uslovima in vitro.
10. Transgene AtCKX biljke 

 0 sintetišu sekoiridoide i ksantone s tim da 
ve
 transgenih linija produkuje manji sadržaj sekoiridoida u odnosu na biljke 
gajene in vitro i biljke iz prirode. P sadržaj ksantona detektovan je u 





"0#  ntrolnim uzorkom iz prirode, ali je manji u odnosu na kontrolni 
uzorak iz kulture. Od svih dobijenih transgenih biljaka 

može se izdvojiti 
linija AtCKX1-29 koji ima 
 sadržaj ksantona u odnosu na kontrolne korenove i
iz prirode i kulture in vitro.
11. Ksantoni, koji pored sekoiridoida spadaju u glavne sekundarne metabolite 


 "	## # 
 za proizvodnju mnogih novih lekova. Upravo 
zbog toga AtCKX  
	# 

 	 bi biti dobar izvor biljnog 
materijala za izolaciju ksantona i njihovu primenu u ispitivanju antimikrobne 
aktivnosti kao i u proizvodnji farmakološki aktivnih supstanci.
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